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1. Resumen

Los trastornos del espectro autista (TEA), incluyendo el sindrome Phelan McDermid (SPM),
son desérdenes del neurodesarrollo que se caracterizan por presentar déficits sociales y
conductas repetitivas, denominados como “sintomas centrales” de estos trastornos. Ademas
de los sintomas centrales, el 95% de los individuos con TEA exhiben alteraciones en el
procesamiento sensorial, individuos con SPM presentan un perfil de hiposensibilidad en todas
las modalidades sensoriales, siendo mas prevalentes los cambios en la modalidad tactil. Se
han identificado alteraciones en los circuitos cortico-taldmicos como parte de las bases
neurobioldgicas de estos déficits, sin embargo, los resultados son contradictorios e
incompletos. En este trabajo se abordaron los déficits tactiles y sus bases neurobioldgicas a

nivel taldmico en el modelo monogénico de SPM, Shank3B~".

Mediante las pruebas de campo abierto e interaccidn social se caracterizaron los déficits
conductuales en animales jévenes, donde se observé la presencia de acicalamiento excesivo,
déficits en conductas de exploracion y déficits sociales, asociado a un incremento de su
severidad durante el desarrollo. Mediante pruebas de deteccion de estimulos téctiles (prueba
de remocion de cinta y puff de aire) se observd un fenotipo de hiposensibilidad, caracterizado
por una baja o nula respuesta ante los estimulos, causando una respuesta promedio menor
en el modelo Shank3B™; resultado que concuerda con lo reportado en pacientes jévenes con

SPM.

Para estudiar las bases neurofisioldgicas de los déficits tactiles se realizaron registros de patch
clamp en modalidad de célula completa en neuronas del complejo ventrobasal taldmico (VB),
donde observamos cambios en las propiedades intrinsecas que conllevan a una
hipoexcitabilidad, presentando un aumento en la reobase, una disminucién en la amplitud
del potencial de accidn, en el post-potencial hiperpolarizante (AHP), asi como en la frecuencia
de disparo ténico y en rafaga en el grupo Shank3B”". De igual manera, se observa una

reduccidn en las entradas sindpticas del grupo Shank3B™-.

Estos resultados, sugieren que la hipoexcitabilidad en el complejo VB taldmico es parte de los
mecanismos que subyacen los déficits somatosensoriales tactiles presentes en los TEA. Dada
su relevancia en el desarrollo de habilidades cognitivas superiores, resulta de gran

importancia profundizar en el estudio de las dinamicas de los circuitos talamocorticales del
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procesamiento somatosensorial tactil para tener un mejor conocimiento de estos, que nos

permitan desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.

2. Antecedentes

2.1 Trastornos del espectro autista

El Autismo fue descrito por primera vez por el psiquiatra austriaco Leo Kanner (1943) quien
realizd una descripcién detalla de los signos que presentaban nifios con este trastorno. En la
actualidad, el término “autismo” se utiliza usualmente para hacer referencia a un grupo de
trastornos del neurodesarrollo denominados como Trastornos del Espectro Autista (TEA)
(American Psychiatric Association, 2013). Los TEA se caracterizan por la presencia de
alteraciones en las habilidades sociales, déficits en lenguaje verbal y no verbal, asi como con
la presencia de patrones estereotipados o restrictivos en el comportamiento e intereses; a
los cuales se les denomina como “sintomas centrales”, apareciendo desde los primeros afios

de vida (Harris, 2018).

Ademas de los sintomas centrales de los TEA también se pueden presentar otras alteraciones
neurolégicas y sistémicas con alta comorbilidad, como los déficits de atencion e
hiperactividad, déficits sensoriales, trastornos del suefio, trastornos de personalidad,
trastornos obsesivo-compulsivo, trastornos de ansiedad y depresién, trastornos
gastrointestinales y desordenes inmunolégicos; inclusive en un 39% de los pacientes se puede
presentar epilepsia y discapacidad intelectual (Kas et al., 2014). Siendo los déficits sensoriales
uno de los mds comunes, con mas del 95% de incidencia en pacientes con TEA (Marco et al.,
2011; Ouhtit et al., 2014), hoy en dia, se consideran dentro de los criterios de diagndstico

(American Psychiatric Association, 2013).

Al tratarse de un espectro los fenotipos se presentan de manera heterogénea, por lo que los
signos y sintomas se pueden combinar de diferentes maneras ademas de ser altamente

variables en severidad dependiendo del paciente (Harris, 2018).

En los ultimos afos se ha observado un aumento en la incidencia de estos trastornos,
afectando a 1 de cada 54-100 en nifios en paises desarrollados, siendo mds comunes en

hombres (4:1) que en mujeres (Chiarotti & Venerosi, 2020). Por un tiempo se debatio si el
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aumento aparente se debia a un incremento real en la incidencia o a una mejora en las
herramientas de diagndstico debido a los avances en el conocimiento de estos trastornos. No
obstante, estudios recientes concluyeron que existe un aumento real en la incidencia, el cual

inclusive se estima sea mayor al reportado (Chiarotti & Venerosi, 2020).

Los TEA son trastornos neurobioldgicos influenciados tanto por factores genéticos como
ambientales que afectan el desarrollo del cerebro. A pesar de que se desconoce su etiologia,
los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS), han logrado identificar genes
relacionados a estos trastornos que confieren susceptibilidad y estan influenciados tanto por
sus interacciones con otros genes como por sus caracteristicas epigenéticas, sin embargo, la
investigacion para profundizar en las posibles causas que lo generan continua en curso hoy

en dia. (Abrahams & Geschwind, 2008; Li et al., 2020).

El estudio de estos genes durante el neurodesarrollo y en los procesos de transmision
sindpticay plasticidad es un primer paso para poder describir los mecanismos neurobiolégicos
involucrados en los TEA. Entre los genes identificados se encuentran RELN (Lammert &
Howell, 2016), SHANK, (Sala et al., 2015), MET (Peng et al., 2016), GABRB, (Coghlan et al.,
2012), OXTR (LoParo & Waldman, 2015) y FMR1, muchos de los cuales codifican proteinas que
participan o regulan las sinapsis neuronales y procesos de plasticidad dependiente de

actividad (Hodges et al., 2020).

Adicionalmente, los TEA son unos de los trastornos neuropsiquiatricos con mayor
heterogeneidad genética, con variantes hereditarias y de novo en mas de 700 genes (Hodges
et al., 2020). La expresion de esta susceptibilidad genética es extremadamente variable, ya
qgue el riesgo puede ser modulado por factores ambientales prenatales, perinatales vy
postnatal, tales como la exposicion a farmacos antiepilépticos, edad avanzada de los padres,

complicaciones durante el parto o nacimiento prematuro entre otros (Wang et al., 2017).

2.2TEA sindromicos

El diagndstico de los TEA se basa en la identificacidn de los criterios conductuales centrales
mencionados anteriormente (Harris, 2018), hoy en dia, no existe ninguna prueba bioldgica
gue permita un diagndstico certero. Sin embargo, el 5% de los casos de TEA esta asociado a

sindromes especificos que pueden ser identificados con base en las caracteristicas clinicas o



presencia de biomarcadores (Caglayan, 2010; Wisniowiecka-Kowalnik & Nowakowska, 2019).
A estos casos donde existe TEA en conjunto con otro sindrome se les denomina “sindromes
dobles” o “TEA sindromicos”. Para que un caso de TEA sea definido como sindrémico es
necesario que el otro sindrome haya sido descrito previamente en pacientes sin TEA y que la
mayoria de los casos diagnosticados hayan sido en pacientes fuera del espectro

(Wisniowiecka-Kowalnik & Nowakowska, 2019).

2.2.1 Sindrome de X fragil

El sindrome de X fragil (SFX) es el trastorno genético que genera discapacidad intelectual mas
comun en el mundo, afectando aproximadamente 1 de cada 7,000 hombres y 1 de cada
11,000 mujeres (Dahlhaus, 2018). EI SXF se presenta con un fenotipo clinico variable,
apareciendo en la infancia temprana con retrasos en el desarrollo motor. Entre los signos
caracteristicos se encuentran la discapacidad intelectual de severidad variable, pudiendo
incluir desde afectaciones en memoria, lenguaje, habilidades visoespaciales, hasta
funcionamiento ejecutivo vy crisis epilépticas , siendo mas severos en hombres (Caglayan,
2010). Adicionalmente el 90% de los pacientes presentan una o mds conductas caracteristicas
de los TEA, siendo que SFX es diagnosticado en alrededor del 5% de los pacientes con TEA

(Caglayan, 2010).

El sindrome es causado por el silenciamiento transcripcional del gen de retraso mental X
fragil, FMR1 (Xq27.3), debido a la expansidon progresiva y subsecuente metilacién de
repeticiones del trinucleétido CGG en la regidon 5’ no traducida del gen (Caglayan, 2010). El
gen FMR1 codifica para la proteina FMRP, una proteina de unién al RNA que regula la sintesis
proteica y otras vias de sefializaciéon en las dendritas neuronales. La reducciéon de los
mecanismos de plasticidad sinaptica y la modulacién en la corteza cerebral por el
silenciamiento del gen FMR1 se ha postulado como sustrato neurobioldgico del SXF

(Dahlhaus, 2018).

Para poder entender los mecanismos por los cuales la perdida de la expresion del gen FMR1
y por consecuencia de la proteina FMRP contribuyen al desarrollo del fenotipo de SXF, varios
modelos animales han sido desarrollados (Bakker et al., 1994; Dahlhaus, 2018; Haberl et al.,
2015; Hamilton et al., 2014; S. M. McBride et al., 2012; S. M. J. McBride et al., 2005; Tucker

et al., 2004). El modelo murino Fmr1 Knockout (Fmr17-), que carece de proteina FMRP por la

7



disrupcion del gen Fmrl es el mejor caracterizado (Kazdoba et al., 2014). Este modelo
recapitula con gran similitud las caracteristicas fisicas, fisioldgicas, cognitivas y conductuales
gue presentan los pacientes de SXF, como el aumento y alteracién de la morfologia de las
dendritas, presencia de alteraciones en la comunicacion, déficits sociales, hiperactividad e
hipersensibilidad, déficits en aprendizaje y memoria acompafiado de la presencia de crisis

epilépticas (Kazdoba et al., 2014).

2.2.2 Sindrome de Rett

El sindrome de Rett (SR) es un trastorno genético neuroldgico ligado al cromosoma X, es la
segunda causa de discapacidad intelectual severa en mujeres afectando a 1 de cada 8,000
nifias (Caglayan, 2010). Este sindrome se caracteriza por una regresién neurolégica temprana
por etapas afectando principalmente las habilidades motoras, cognitivas y de comunicacién,
llevando a la perdida de movilidad, del lenguaje y en algunos casos epilepsia. A medida que
progresa la regresidon neuroldgica comienza la aparicidon de caracteristicas pertenecientes a
los TEA como los movimientos repetitivos, la retraccion social y los déficits de lenguaje, como
caracteristicas neurobioldgicas los pacientes con SR presentan hidrocefalia y alteraciones en

la morfologia de las neuronas (Smeets et al., 2012).

El SR se debe a la mutacion del gen MECP2 (Xq28) que codifica para la proteina metil-citosina
de enlace 2 (MeCP2) que participa en la regulacion de la expresidon génica, la inactivacién de
MECP2 resulta en la perdida parcial o total de la capacidad de silenciar promotores génicos
gue no son necesarios en ciertas etapas del desarrollo o ciertos tipos celulares, lo que genera
alteraciones en la morfologia de las neuronas y en los sistemas de neurotransmisién (Smeets

et al.,, 2012).

Los modelos murinos con la pérdida del gen MECP2 se han desarrollado tanto en hembras
como en machos, y reproducen las caracteristicas del SR que incluyen la progresién lenta de
alteraciones motoras, cognitivas y auténomas, al igual que la presencia de hidrocefalia y
alteraciones en la morfofisiologia de las neuronas (R. Z. Chen et al., 2001; Fyffe et al., 2008;
Guy et al., 2001; McGill et al., 2006; Medrihan et al., 2008; Na et al., 2012; Shahbazian et al.,
2002; Urdinguio et al., 2008).



2.2.3 Sindrome de PhelanMcDermid

El sindrome de Phelan McDermid (SPM) es un desorden del neurodesarrollo, también llamado
sindrome de delecién 22q13.3, su prevalencia es desconocida al ser un sindrome
infradiagnosticado, sin embargo, se estima que alrededor de 1% de los pacientes con TEA
padecen SPM, dandonos un estimado de 1 de cada 5,000 personas con SPM
aproximadamente (PMS Foundation, 2020). El SPM se caracteriza por hipotonia neonatal,
retraso global en el desarrollo, discapacidad intelectual variable, déficits en el lenguaje y
alteraciones conductuales, ademas mds del 50% de los pacientes de SPM presentan
caracteristicas de los TEA, como los déficits de lenguaje, déficits tactiles y conductas de
autoestimulacién, déficits sociales, conductas repetitivas y obsesivo-compulsivas asi como

discapacidad intelectual de severidad variable (Phelan & McDermid, 2011).

El SPM resulta de una deleciéon en el brazo largo del cromosoma 22, las consecuencias de esta
delecién son variadas, pero siempre conllevan a la haploinsuficiencia del gen SHANK3. Este
gen codifica para una proteina perteneciente a la familia de proteinas de andamiaje SHANK
ubicadas en la densidad postsindptica de las sinapsis glutaminérgicas (Bourgeron, 2009;
Carbonetto, 2014; Monteiro & Feng, 2017; Sala et al., 2015). Esta familia de proteinas se
expresan de manera diferencial en el cerebro y se desconoce cdmo es la interaccion entre
ellas (Phelan & McDermid, 2011). El gen Shank3 tiene una alta expresiéon en la corteza
cerebral, los nucleos del estriado, los nucleos taldamicos y el cerebelo; participando en la
formacion de la densidad postsinaptica y en el reclutamiento de proteinas que forman parte

de mecanismos de sefializacién (Peca et al., 2011).

Los niveles de SHANK3 deben ser regulados con gran precision, ya que pequeiias variaciones
en la expresion en cultivos neuronales generan alteraciones en la morfofisiologia de las
espinas dendriticas al igual que en la densidad de neuronas (Phelan & McDermid, 2011). La
disrupcion de este gen, SHANK3, es el mejor candidato para explicar las alteraciones
neuroldgicas y discapacidad intelectual presentes en los pacientes con SPM y otros TEA no
sindrémicos (Moessner et al., 2007; Phelan & McDermid, 2011), por lo que han surgido varios
modelos animales para estudiar los mecanismos neurobiolégicos que subyacen a estas
caracteristicas. Peca y colaboradores (2011) desarrollaron un modelo murino Shank3B”", en

el cual se interrumpe la expresiéon de SHANK3B. Este modelo recapitula las caracteristicas del



SPM ademas de presentar caracteristicas morfofisiolégicas como alteraciones postsinapticas
en el estraido, hipertrofia y alteraciones en las neuronas espinosas medianas. Ademas, el
modelo Shank3B” presenta una serie de conductas caracteristicas de los TEA, como (Balaan
et al., 2019) el acicalamiento repetitivo, déficits en la interaccién social y alterciones en las

vocalizaciones (Balaan et al., 2019; Dhamne et al., 2017; Peca et al., 2011) (Fig. 1).
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Fig. 1 Caracterizacién del modelo Shank3B’- A) Expresion diferencial de Shank, Shank3 se
expresa preferentemente en el estriado, tdlamo y cerebelo. B) Esquema de la estructura de la
proteina Shank3 C) Wester blot de Shank3 en lisado de cerebro, sinaptosomas (SPM) y densidad
postsindptica (PSD) en animales WT y Shank3B”. D) Acicalamiento excesivo en el modelo
Shank3B7. E) Disminucién en las conductas de exploracién en dos patas durante la prueba de
campo abierto en el grupo Shank3B™". F) Déficits sociales en la prueba de interaccion social en
el modelo Shank3B”". En color negro grdficas del grupo KO y en color blanco grdficas del grupo
WT. Tomada y editada de (Pega et al., 2011).

2.3 Déficits sensoriales en los TEA
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Mas del 95% de los casos de TEA presentan déficits sensoriales desde etapas tempranas en
todas las modalidades sensoriales (Baum et al., 2015; Marco et al., 2011; Tomchek & Dunn,
2007), por ejemplo: en la deteccién de estimulos, presentando una respuesta exacerbada
(hiperrespuesta), o por el contrario, una respuesta disminuida (hiporrespuesta), al igual que
una perdida en la capacidad de adaptar la respuesta ante estimulos repetitivos, fendémeno

conocido como habituacion sensorial (Tannan et al., 2008).

Existe una basta literatura que explora estos déficits sensoriales, la mayoria basados en
reportes de los padres o cuidadores (Adams et al., 2015; Ashburner et al., 2008; Balasco et
al., 2021; Ben-Sasson et al., 2009; C. Cascio et al., 2008; C. J. Cascio et al., 2016; Humes et al.,
2013; Pastor-Cerezuela et al., 2020; Rogers et al., 2003; Tavassoli et al., 2016, 2021, 2014;
Tomchek & Dunn, 2007). Sin embargo, al tratarse de un espectro, los fenotipos sensoriales
son muy heterogéneos por lo que los resultados parecieran ser contradictorios. Por ello, hace
falta una mejor caracterizacién de los fenotipos dentro del espectro para poder determinar si
estas variaciones se deben a otros sintomas y déficits presentes en las personas con TEA 0 a

diferencias en los sustratos neurobiolégicos que subyacen a estos déficits.

2.3.1 Déficits visuales

Las personas con TEA presentan alteraciones en las conductas visuales, manifestdndose como
conductas de evitacién ante estimulos inocuos directos, como luces brillantes, o bien, la
busqueda de estimulacién visual adicional como jugar con los dedos frente a los ojos (Marco
et al., 2011). Varios reportes neuropsicolégicos en personas con TEA sugieren un aumento en
la percepcién de detalles en estimulos simples, mientras que observan problemas con

estimulos de mayor complejidad (Bertone et al., 2005).

Por medio de EEG en adultos se reportaron déficit en la deteccidén de bordes lo cual se puede
atribuir a alteraciones en las conexiones cortico-corticales de las areas visuales, que en los
pacientes con TEA se observa como un aumento en la actividad de las zonas occipitales
laterales (Vandenbroucke et al., 2008). Uno de los aspectos de percepcidén visual mas
estudiado en los TEA es el procesamiento de rostros, dada su gran connotacidn social, la cual
se ve alterada a causa de los déficits en procesamiento basico descritos anteriormente

(Vlamings et al., 2010).
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Estas alteraciones también han sido descritas en modelos animales, en el modelo Fmr17- se
han identificado alteraciones en la conectividad de los circuitos corticales visuales,
observando una hiperconectividad en la corteza visual primaria (V1) (proyecciones locales)
pero una hipoconectividad entre V1 y otras dreas corticales (proyecciones de largo alcance)
(Haberl et al., 2015). En el modelo murino de TEA idiopatico, BTBR, se ha reportado la
alteracion funcional en la via de los fotorreceptores de tipo cono, ademds de una inclinacion

del procesamiento hacia la informacién de alta frecuencia espacial (Cheng et al., 2020).

Existe la hipotesis de que estas alteraciones en el procesamiento visual tienen un gran
impacto en las conductas sociales, ya que las pistas sociales y el reconocimiento de rostros

son indispensables para el desarrollo social y la formacidn de relaciones interpersonales.

2.3.2 Déficits auditivos

Las personas con TEA también presentan conductas de evitacién ante estimulos auditivos
como taparse los oidos ante estimulos inocuos, como el sonido de la licuadora o el timbre de
un teléfono, lo cual sugiere posibles alteraciones en el procesamiento auditivo (Marco et al.,
2011). Dado que los déficits de comunicacién son una de las caracteristicas principales de los
TEA, y dada la importancia del procesamiento auditivo para la comprensién y correcto uso
del lenguaje, el estudio del procesamiento auditivo es esencial para comprender qué estd

sucediendo en estos déficits.

Las alteraciones en el procesamiento de estimulos auditivos a lo largo de los diferentes niveles
del procesamiento se han descrito en pacientes con TEA. En la prueba de respuesta auditiva
del tallo cerebral se reporta un mayor tiempo de conduccién sinaptica entre el nervio
vestibulo-coclear y el lemnisco lateral (Kwon et al., 2007; Rosenhall et al., 2003). De igual
manera, Russo y colaboradores observaron respuestas atipicas ante estimulos de alta
complejidad en nifios con TEA (Russo et al., 2009; 2008), y alteraciones nivel cortical en
adultos (Bruneau et al., 2003; Cardy et al., 2008; Ferri et al., 2003; Kallstrand et al., 2010;
Roberts et al., 2010).

Las alteraciones en el procesamiento auditivo también han sido descritas en modelos
animales, como en el modelo de SXF, Fmr1”/", en donde se ha reportado hipersensibilidad

acustica y predisposicidn a presentar convulsiones audiogénicas. Por medio de registros
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unicelulares in vivo en la corteza auditiva se ha observado una hiperreactividad de las
neuronas acompafiada de alteraciones en el procesamiento espectro-temporal (Rotschafer &
Razak, 2013). En el modelo MeCP2 *~, por medio de EEG observaron un aumento en la latencia
de los componentes corticales, al igual que alteraciones en la banda gamma en respuesta a

estimulos auditivos (Liao et al., 2012).

2.3.3 Déficits olfato/gusto

Las alteraciones en el olfato y el gusto son las mas reportadas por pacientes con TEA, sin
embargo, son las menos estudiadas. En nifios y adolescentes con TEA se reportd una
disminucion en la capacidad de identificar sabores amargos y agrios, al igual que una
disminucion en la identificacién de diversos olores (Bennetto et al., 2007); mientras que en
los adultos se observa el mismo patrdn, reportando una menor discriminacion de olores
(Wicker et al., 2016). A pesar de las alteraciones en la identificacién no se han reportado

diferencias significativas en la deteccion de sabores y/u olores.

2.3.4 Déficits somatosensoriales

Los déficits somatosensoriales son comunmente reportados desde etapas tempranas en las
personas con TEA, estos han recibido menor atenciéon en la literatura en comparacion con
otras modalidades que se involucran de manera directa con las caracteristicas principales de
estos trastornos. Las principales alteraciones que se reportan, a través de los cuidadores, son
las conductas de evitacion hacia el tacto ligero, sea generado por personas u objetos; y por el
contrario, se reporta una disminucién en percepcién de estimulos dolorosos (Marco et al.,

2011).

Mediante la aplicacién del perfil sensorial corto (SSP) en reportes de los padres de infantes
con trastornos del neurodesarrollo, se ha reportado una mayor prevalencia de déficits tactiles
en los grupos con TEA y SXF, sin observar diferencia entre ambos grupos. Ademas, estos
déficits presentan una correlacidon positiva con las conductas adaptativas, sin mostrar ninguna
relacion con el nivel de desarrollo o cociente intelectual (Rogers et al., 2003). Utilizando el
mismo instrumento en nifios de edad escolar, Ashburner y colaboradores (2008) reportaron

gue el puntaje del SSP explica el 47% de la varianza en el desempefio académico, existiendo
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una correlacién negativa entre la hipersensibilidad y la presencia de déficits cognitivos,

inatencién y conductas de hiperactividad .

Dados los diversos fenotipos de responsividad tactil reportados en los TEA, Foss-Feig y
colaboradores (2012) evaluaron la relacién de estos patrones de responsividad con las
caracteristicas principales de los TEA. Ellos encontraron una correlacién entre el fenotipo de
hiporresponsividad y la busqueda de estimulacién con la presencia de déficits sociales y de
comunicacidon severos, y en menor medida con la presencia de conductas repetitivas;
mientras que el fenotipo de hiperresponsividad no correlaciona con ninguna otra

caracteristica de los TEA (Foss-Feig et al., 2012).

Cascio y colaboradores (2016) evaluaron en nifios la defensividad tactil y el nivel de agrado
en relaciéon con el tipo de estimulo y la regiéon de estimulacién. La defensividad tactil se
caracteriza por una hiperresponsividad y una respuesta emocional negativa ante el tacto, la
cual es una forma de expresion de las alteraciones de procesamiento sensorial en los
trastornos del desarrollo (TD). En este estudio encontraron que los grupos con TD y TEA
presentan una mayor defensividad tactil acompafiado con niveles de agrado menores,
observando que el sitio de estimulacién predice la conducta defensiva mientras que el tipo
de estimulo predice el nivel de agrado. Ademas, fue posible distinguir al grupo con TEA por
presentar mayores niveles de defensividad ante los estimulos mas agradables y aquellos con
connotacién social, los cuales presentan una correlacidn positiva con el nivel de severidad de

los déficits sociales.

La sensibilidad tactil en la palma de la mano y el antebrazo (este ultimo presenta inervaciones

Ill

asociadas al “tacto social o afiliativo”) se evalué en adultos con TEA (C. Cascio et al., 2019).
No se encontraron diferencias en los umbrales de deteccion de tacto suave ni de
temperaturas inocuas, proporcionando valores heddnicos similares a los del grupo control.
No obstante, el grupo con TEA presenta un aumento en la sensibilidad de estimulos
vibrotactiles en el antebrazo y de temperaturas nocivas en ambas dreas de estimulacién (C.
Cascio et al., 2008). En otro estudio, mediante el cociente de percepcién sensorial (SPQ) se
observé en adultos con TEA una hiperresponsividad sensorial en adultos con TEA, misma que

presenta una correlacién positiva con el puntaje del cociente del espectro autista (ASQ), lo

gue determina la severidad de los TEA (Tavassoli et al., 2014).
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La mayoria de los estudios de caracterizacion sensorial no distinguen entre el tipo de
trastorno, es decir, si se trata de un caso de TEA idiopatico (TEA-i) o sindrédmico. En un estudio
reciente, caracterizaron el fenotipo sensorial de nifios con SPM y los compararon con nifios
con TEA-i y nifios de desarrollo neurotipico. Por medio del instrumento de evaluacion
sensorial para trastornos del neurodesarrollo, identificaron un fenotipo predominante de
hiporreactividad en el grupo con SPM, mientras que el grupo con TEA-i presentaba un
fenotipo preferente de hiperreactividad (Tavassoli et al., 2021). Este trabajo nos abre un
nuevo panorama para la caracterizacién especifica de los TEA, afiadiendo posibles relaciones
genotipo-fenotipo para la determinacién de los mecanismos que subyacen a distintos

sintomas y su espectro (Fig.2).

Modalidades sensoriales B Fenotipos sensoriales
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Fig. 2 Hiposensibilidad en pacientes jovenes con Sindrome de Phelan-McDermid A)
Défictis sensoriales en diferentes modalidades en pacientes con Sindrome de Phelan
McDermid PMS y TEA idiopdtico (iASD) en comparacion con personas de desarrollo
neurotipico (TD) evaluado mediante el instrumento de evaluacion sensorial para
trastornos del neurodesarrollo. B) Fenotipo sensorial en los diferentes grupos,
hiposensibilidad en pacientes con PMS en comparacién con pacientes con TEA idiopdtico
(iASD) y desarrollo neurotipico (TD). SPM en color negro, iASD en color gris y TD en patron
rayado. Tomado y editado de (Tavassoli et al., 2021).

A pesar de que ya han sido parcialmente caracterizados los patrones de reactividad tactil
presentes en los TEA tanto en nifos como en adultos, aun se desconocen sus bases

neurobioldgicas. La disminucion en la inhibicion feed-forward (IFF) de la via tdlamo-cortico-
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cortical se ha propuesto como uno de los mecanismos que subyacen los déficits de los TEA
(Tavassoli et al., 2016). La IFF es una caracteristica de la organizacion funcional cortical que
consiste en la inhibicién gabaérgica de neuronas vecinas por neuronas inhibitorias corticales
gue reciben proyecciones excitatorias talamicas, facilitando la excitacion de las neuronas del
area de excitacion talamica, y por ende, se genera un aumento en el umbral de deteccion

(Swadlow, 2003).

Tavassoli y colaboradores (2016) evaluaron los umbrales de deteccidén téctil estaticos y
dinamicos como un acercamiento para evaluar la IFF. El condicionamiento subumbral genera
un aumento en el umbral dindmico de deteccién, por lo que al comparar este nuevo umbral
(dindmico) con el umbral estatico se genera una métrica que infiere IFF. De manera que entre
mayor sea la diferencia entre los umbrales mayor sera la IFF. En este estudio los nifios con
TEA presentaban umbrales estaticos mas altos y cocientes de umbral (dindmico/estatico)
menores comparados con nifios de desarrollo neurotipico (Tavassoli et al., 2016). Esta
disminucion en el cociente podria ser un indicativo de una IFF gabaérgica reducida. Ademas,
en este estudio encontraron una correlacién entre el umbral estatico y el puntaje del ASQ, lo
gue sugiere que a menor inhibicidn mayor es la severidad de los sintomas de los TEA (Tavassoli

et al.,, 2016).

Relacionado con las bases neurobiolégicas que subyacen estas alteraciones, por medio de
resonancia magnética funcional (fMRI) se ha observado un aumento en la variabilidad de la
actividad ante estimulacion tactil en adultos con TEA (Dinstein et al., 2012), lo que podria
sugerir un aumento de ruido en los circuitos neuronales (Rubenstein & Merzenich, 2003).
También se han reportado diferencias en la codificacion de los mapas corticales (Mehmet A
Coskun et al.,, 2013; Mehmet Akif Coskun et al., 2009), lo que sugiere cambios en la

conformacion de los circuitos de procesamiento.

Existen muchas variaciones en los reportes de los fenotipos sensoriales, esto se puede deber
a muchos factores diferentes, desde la sensibilidad de los instrumentos de reporte, hasta la
falta de caracterizacién de los grupos, ya que al tratarse de un espectro existe mucha
variabilidad en todos los sintomas de los TEA, por lo que seria necesario parear a los
participantes no solo por edad, sexo e IQ (coeficiente intelectual), sino también seria
necesaria una caracterizacion completa de los rasgos de los TEA para poder armar grupos
comparables entre si.
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2.4 Relevancia del procesamiento somatosensorial en el neurodesarrollo

Dado a que vivimos en un mundo donde es necesario un constante intercambio de
informacién entre el organismo y su entorno para la supervivencia, el procesamiento e
integracion de informacion sensorial en representaciones perceptivas adecuadas es uno de
los bloques base a partir de los cuales se desarrollan las funciones cognitivas superiores. La
incapacidad de formar representaciones perceptuales precisas y significativas de nuestro
entorno puede generar un efecto negativo en el desarrollo del resto de los procesos
cognitivos. Es por este motivo que se ha propuesto que los déficits sensoriales, en etapas
temprana del desarrollo, podrian ser los causantes de las alteraciones en el desarrollo de las

funciones cognitivas superiores que se observan en los TEA (Baum et al., 2015).

2.4.1 Desarrollo, maduracién y mantenimiento de circuitos

A medida que el cerebro se desarrolla, billones de neuronas forman conexiones sindpticas
entre ellas con una gran precisién para poder crear circuitos neuronales funcionales (Tau &
Peterson, 2010). Para establecer los circuitos primero es necesario que las neuronas lancen
sus proyecciones a regiones blanco para formar las vias de procesamiento, sin embargo, en
primera instancia estas proyecciones son imprecisas y deben de pasar por un proceso de
refinamiento para alcanzar un circuito maduro funcional (Tau & Peterson, 2010). Esta fase de
formacién y refinacidén de los circuitos es dependiente de la actividad neuronal, ya que al
interrumpirse se observa un efecto directo en el refinamiento de los circuitos (Jamann et al.,

2018).

Existen una basta literatura que reporta la relevancia de la actividad neuronal, tanto
espontanea como evocada, para la formacién y maduracion de los circuitos neuronales (Kim
et al.,, 2020). Las dinamicas de los circuitos de procesamiento sensorial que presentan
plasticidad son sensibles a la experiencia sensorial tanto en etapas del desarrollo como en la
etapa adulta. La actividad espontdnea y evocada regula desde los cambios morfoldgicos en
los dominios dendriticos hasta los cambios funcionales en las propiedades sindpticas (Jamann

et al.,, 2018).

Los dos modelos mds conocidos para estudiar el efecto de la experiencia sensorial en la

remodelacién de los circuitos neuronales son la deprivacién sensorial y la sobreestimulacion
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por diversos protocolos. En la modalidad somatosensorial el corte de las vibrisas conlleva a
una remodelacion de la representaciéon somatotdpica a nivel de la corteza somatosensorial
primaria (S1) tanto en etapas postnatales tempranas como en adultos (Marik et al., 2010). En
el caso de la estimulacidn repetida de las vibrisas, esta genera un aumento en el nimero de
contactos sinapticos y cambios en la expresidon de receptores en la postsinapsis de la corteza

S1 (Jamann et al., 2018).

En los primeros afios de vida, la interaccién entre madre e hijo es de gran importancia, se ha
identificado que las entradas somatosensoriales tactiles también promueven el desarrollo y
conectividad de areas cerebrales (Brauer et al., 2016) que se asocian a los procesos de
cognicién social o al “cerebro social” (Pelphrey et al., 2011), lo cual es consistente con la
valencia socio-afectiva que tiene esta modalidad sensorial en los mamiferos. Por lo tanto, las
alteraciones en los circuitos sensoriales podrian contribuir a la formacidn de alteraciones en

los circuitos de cognicion social, lo que conllevarian a los déficits sociales caracteristicos de

los TEA.

2.4.2 Desarrollo de capacidades cognitivas

De acuerdo con la teoria de integracion sensorial (Ayres & Robbins, 2005), la integracion
sensorial es un proceso critico que afecta el neurodesarrollo. Las alteraciones a nivel de
procesamiento sensorial unimodal podrian contribuir a deficiencias en las funciones
superiores de integracion, por lo que la presencia de déficits en el procesamiento basico
podria afectar la capacidad de adaptar las respuestas dependiendo del contexto vy, por lo
tanto, afectar la funcionalidad en el dia a dia (Baum et al., 2015; Pastor-Cerezuela et al., 2020).
La teoria de integracidn sensorial propone que el procesamiento sensorial y las funciones
cognitivas se pueden considerar dentro de una estructura jerarquica donde el procesamiento
sensorial se encuentra en la base y las funciones cognitivas se encuentran en la punta (Baum

et al., 2015; Lazaro & Berruezo, 2009) (Fig.3).

El procesamiento sensorial es la base en la cual se construye el sistema cognitivo. El
procesamiento de la informacion se lleva a cabo en dos sentidos bottom-up y top-down,
refiriendo al procesamiento mediado por estimulos y aquel mediado por el conocimiento,
ambos son fundamentales para el correcto funcionamiento de las capacidades cognitivas y

las funciones ejecutivas (Pastor-Cerezuela et al., 2020).
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Fig. 3 Bases del procesamiento cognitivo Mapa conceptual de la relacion que existe entre el
procesamiento sensorial y procesos cognitivos “superiores”. Las representaciones sensoriales son la
base para formar representaciones multisensoriales, que, a su vez son el sustrato para la percepcion
y los procesos cognitivos. El lenguaje y habilidades sociales dependen en la convergencia de estas
representaciones, por lo que el estudio del procesamiento e integracion sensorial es indispensable
para entender los mecanismos detrds de los déficits en las habilidades sociales y el lenguaje. Tomado
y editado de (Baum et al., 2015).

La teoria de disfuncién ejecutiva (Hill, 2004) describe que las personas con TEA presentan
déficits en funciones ejecutivas, lo que se define como una variedad de procesos cognitivos
interrelacionados para la coordinacion de pensamientos, emociones y conductas que son
desencadenados en la resolucién de nuevas tareas o problemas complejos (Robinson et al.,
2009). La relacién entre procesamiento sensorial y el funcionamiento ejecutivo se reporté en

adultos sin diagndstico clinico (Humes et al., 2013), y en nifios (Adams et al., 2015).

Mikkelsen y colaboradores (2018) reportaron una relacion entre la presencia de alteraciones
sensoriales, el desempenfio en tareas ejecutivas y las habilidades sociales presentes en ninos
con TEA, dentro de un ambiente escolar. Wodka y colaboradores (2016) reportaron una
correlacién entre las alteraciones del procesamiento somatosensorial y la atencion, lo que
sugiere que el procesamiento sensorial es multifacético y puede reflejar un déficit global en
las capacidades de regulacién de la conducta, como lo es la atencion. A pesar de la clara
relacion entre estos procesos todavia se desconocen los mecanismos neurobiolédgicos de

estos déficits y su interrelacion.

Dada la relacion que se observa entre los déficits sensoriales y los déficits cognitivos presentes
en los TEA, y que los déficits sensoriales aparecen antes del desarrollo y maduracién de las
capacidades cognitivas, Pastor-Cerezuela y colaboradores (2020) evaluaron la posibilidad de
predecir los déficits cognitivos y ejecutivos a partir de los déficits sensoriales presentes en

niflos con TEA, dentro de un contexto escolar. Ellos encontraron que es posible predecir a
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partir de las alteraciones en el procesamiento sensorial los déficits cognitivos, en los dominios
de control inhibitorio, atencién sostenida y memoria a corto plazo. Por lo que una
intervencion temprana de las alteraciones en el procesamiento sensorial podria generar un

rescate de las funciones ejecutivas y los déficits cognitivos presentes en los nifios con TEA.

2.4.3 Desarrollo de habilidades socioafectivas

Los déficits en las habilidades sociales es el principal signo que caracteriza a los TEA, aunque
existen muchas teorias que intentan explicar estas dificultades como la teoria de la mente
(Baron-Cohen et al., 1985) y la hipdtesis del “cerebro social” alterado (Pelphrey et al., 2011),
ninguna de ellas ha sido comprobada. Por otro lado, Ronconi y colaboradores (2016)
proponen un cambio de perspectiva que se basa en la idea de que los déficits sociales y de
comunicacion presentes en los TEA pueden abordarse con mayor eficiencia empezando por
comprender las alteraciones en las funciones bdsicas, como el procesamiento e integracion
sensorial y la atenciéon, considerandolas como la base para el desarrollo de las funciones

cognitivas superiores.

Las conductas sensoriales y sociales pueden surgir a partir de mecanismos compartidos y/o
influyen reciprocamente la una en la otra a lo largo del desarrollo de los individuos. Esta
relacion se hace evidente en los reportes de alteraciones en la sensibilidad a estimulos que
predicen el desarrollo de la atencién compartida y el lenguaje, el juego social, aumento en las
conductas de evitacidn, temperamento negativo y severidad de los déficits sociales en

personas con TEA (Thye et al., 2018).

El tacto es considerado una de las maneras mas bdsicas por las cuales un individuo interactua
con su entorno. Este juega un rol importante en la comunicacién, en la formacién de
relaciones interpersonales, ambas capacidades alteradas en los TEA. Las alteraciones tactiles
se han relacionado con los déficits sociales y conductuales, por ejemplo, la busqueda de
estimulacidn tactil predice el nivel de déficits sociales, al igual que la hiporreactividad se ha

asociado a peores habilidades sociales y de comunicacién no verbal (Foss-Feig et al., 2012).

Alteraciones en el procesamiento tactil durante la infancia temprana pueden desencadenar
déficits criticos, en especial, en la habilidad de crear lazos afectivos y apego emocional. Las

personas con TEA que presentan apego emocional tienden a presentar menor severidad en
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los sintomas, en comparacién con aquellos individuos que no lo presentan (Capps et al.,
1994). Dada la relevancia del procesamiento tactil en el correcto desarrollo de las habilidades
sociales y de comunicacién, el estudio de los circuitos que subyacen estos déficits es
primordial para poder desarrollar un abordaje terapéutico temprano de los déficits
sensoriales que podria significar una mejora en estas habilidades, punto que seria critico para

mejorar la funcionalidad y por ende calidad de vida de las personas con TEA.

2.5 Sistema somatosensorial

La informacién somatosensorial es indispensable para la supervivencia e interaccién de un
organismo con su medio ambiente, el sistema somatosensorial se encarga de recolectar
informacién del medio interno y externo a través de receptores ubicados en todo el
organismo. En los mamiferos, el cerebro presenta una organizacidon estructural de la
informacién del entorno, en la modalidad somatosensorial esta se organiza en mapas
somatotépicos que permiten la representacion del organismo (Schott, 1993). Esta
organizacién de las vias de procesamiento somatosensorial se encuentra, en cierta medida,
conservadas entre especies (Kaas, 1989), lo cual ha permitido el estudio de las mismas en

distintos modelos animales.

2.5.1 Divisiones funcionales

El sistema somatosensorial se divide en subsistemas que procesan distintos tipos de estimulo:
estimulos mecanicos tactiles, estimulos térmicos, estimulos nociceptivos y propioceptivos; a
través de diversos receptores especializados ubicados en todo el organismo (Hlushchuk,
2015). Esta distincidn de subsistemas, dentro de la misma modalidad, se debe a que existen
diferencias en los sustratos neurobioldgicos que subyacen a cada una de estas vias de
procesamiento. Por otra parte, la division en subsistemas permite una mejor caracterizacion
de los circuitos involucrados, asi como el uso de protocolos de estimulacion especificos para

cada uno de los subsistemas.

2.5.2 Vias de procesamiento tactil

Uno de los modelos mas utilizados para el estudio de las vias de procesamiento tactil son los

roedores, donde la informacién de esta modalidad proviene principalmente de las vibrisas,
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las cuales se abaten para sensar el medio ambiente recolectando informacidn espacial y de
textura (Adibi, et al., 2012; Aronoff et al., 2010) . La informacion del medio es recolectada por
los mecanorreceptores de la piel y viaja a través de tres vias paralelas que llegan a las cortezas

somatosensoriales (Fig.4).

En la primera via, la via lemniscal, la informacién proveniente de las vibrisas y el resto de la
cabeza viaja a través del nervio trigémino hasta llegar al nucleo principal del nervio trigémino,
donde se pueden observar estructuras que mantienen la organizacién topografica de las
vibrisas llamadas barreletes (Veinante et al., 2000). De ahi salen proyecciones hacia el niucleo
ventral posterior del tdlamo en su parte dorsomedial (VPMdm). En esta area se mantiene una
representacion topografica en estructuras llamadas barreloides, estos a su vez proyectan

hacia los barriles en la capa IV de la corteza somatosensorial primaria (S1) (Adibi, 2019).

En la segunda via, extralemniscal, la informacién llega al nucleo interpolar del nervio
trigémino en su parte caudal desde donde se proyecta al nucleo ventral posterior en su parte
ventrolateral (VPMvI) y surgen proyecciones hacia la corteza somatosensorial secundaria (S2)
y hacia S1, pero no a los barriles propiamente si no al septum que es el area entre los barriles

(Adibi, 2019).

Por ultimo, en la via paralemniscal la informacion llega al nucleo interpolar del nervio
trigémino en su parte rostral desde donde surgen proyecciones hacia el ndcleo posterior

medial del talamo (POm) y contintan hacia la capa V de S1, S2 y cortezas motoras.

El nucleo reticular taldmico (NRT) recibe entradas de la capa VI de S1, colaterales de VPM y
POm. EI NRT manda proyecciones inhibitorias a VPM, generando una inhibicion entre
barreloides. En las neuronas que proyectan a VPM se mantiene la organizacién somatotdpica

(Lam, Y. W., and Sherman, 2007).

En S1, a partir de los barriles en capa IV surgen proyecciones hacia la zona supragranular capa
[I/1I manteniéndose en la misma columna, de la zona del septum surgen proyecciones hacia
la capa /111, S2 y corteza motora primaria (M1). De la capas II/Ill surgen proyecciones hacia
barriles adyacentes, capa V, S2, M1, M2, corteza de asociacién perirrinal, estriado

dorsolateral (Kim & Ebner, 1999; Lam & Sherman, 2007).
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En el caso de la informacion somatosensorial del resto del cuerpo, esta llega al ganglio de la
raiz dorsal de la médula espinal (neurona sensorial primaria), donde hace sinapsis con la
neurona sensorial secundaria que lleva la informacién hasta el nucleo gracil y cuneiforme del
tallo cerebral, desde donde se envian proyecciones decusandose en el lemnisco medio hasta
llegar al nucleo ventral posterolateral del tdlamo (VPL) donde se mantiene la organizacién

somatotdpica, enviando proyecciones a S1y S2 (Seelke et al., 2012).

La regidon comprendida por el VPM y VPL es conocida como el complejo ventrobasal (VB)
taldmico, corresponde a los nucleos taldmico de orden primario del procesamiento
somatosensorial recibiendo informacién de todo el cuerpo, mientras que el nucleo taldamico
de orden secundario corresponde al nicleo POm que, de igual manera, recibe informacidon de

todo el cuerpo (Lam, Y. W., and Sherman, 2007).
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Fig. 4 Procesamiento somatosensorial tdctil simplificado. (Izquierda) Division de las vias de
procesamiento tdctil: la informacion de las vibrisas, el rostro y la cabeza (via roja), la informacion
proveniente del resto del cuerpo (via azul). Ambas vias convergen en los ntcleos del talamo desde
donde surgen proyecciones a la corteza somatosensorial. (Derecha) Circuitos tdlamo-cortico-
taldmicos del procesamiento somatosensorial entre el complejo ventrobasal (VB) integrado por el
nucleo VPM y VPL, POm, el nicleo reticular (TRN) y las cortezas S1y S2.
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2.5.3 Sistema talamo-corteza

Las asas cortico-taldmicas y talamocorticales juegan un papel importante en la dinamica de
respuesta ante estimulos sensoriales. En estado alerta este procesamiento también se ve
afectado otros procesos como memoria, actividad motora y estados de motivacion (Pais-
Vieira et al., 2013; Pantoja et al., 2007). Por lo tanto, el procesamiento somatosensorial es
dependiente del tiempo y el estado de la red, se piensa que estas asas cortico-taldmicas y
talamocorticales son las encargadas de esta modulacion (Nicolelis, 2005), ya que se ha
encontrado que la manipulacién de estructuras, pertenecientes a estos circuitos, durante
tareas de discriminacion tactil, tiene como consecuencia un cambio en la dindmica de

respuesta de S1,S2, VPMy POm y por ende en la discriminacidn tactil (Pais-Vieira et al., 2015).

Una desregulacidon en estas asas podria subyacer a las alteraciones en el procesamiento
somatosensorial presentes en los TEA. Para estudiar a profundidad los circuitos implicados en
la fisiopatologia de los trastornos se han generado modelos murinos que recapitulan los
sintomas caracteristicos de los TEA. Esto se logra mediante la manipulacién de genes
codificantes para proteinas sinapticas cuyas alteraciones estan relacionadas con estos

trastornos (Abrahams & Geschwind, 2008; Bourgeron, 2009).

2.6 Alteraciones en los circuitos cortico-taldmicos de procesamiento tactil
en los TEA y sus modelos

El procesamiento de la informacidon somatosensorial involucra varias areas cerebrales, en
particular las cortezas fronto-parietales y el tdlamo (Reichova & Sherman, 2004). Por medio
de estudios de neuroimagen, se identificaron conexiones cortico-taldmicas atipicas en ninos
con TEA (Nair et al., 2013); mientras que el analisis de tractografia reporté una correlacion
negativa entre el puntaje obtenido en la prueba ADOS (utilizada para el diagndstico y
clasificacién de los TEA, a mayor puntaje mayor severidad) y la magnitud de difusividad en los
tractos fronto-taldmicos (Nair et al., 2013) (Fig.5), apoyando la idea de la presencia de
circuitos alterados en los trastornos y los diferentes grados de alteracion como posibles

responsables de la heterogeneidad del espectro.

Nair y colaboradores (2021) evaluaron la conectividad funcional y estructural de estas redes

cortico-talamicas en etapas del desarrollo postnatal temprano (6 semanas de edad), previo a
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la aparicidn de los sintomas caracteristicos de TEA. En bebes con alto riesgo de TEA familiar
encontraron una diminucién en la conectividad funcional entre la corteza prefrontal y el

talamo, mientras que en la cortezas occipitales y parietales se observa una hiperconectividad
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Fig. 5 Alteraciones cortico-taldmicas en pacientes con TEA A) Difusividad media de los tractos
tdlamo-Cortezas somatosensoriales en hemisferio derecho (RH) e izquierdo (LH). B) Difusividad radial
de los tractos tdlamo-Cortezas somatosensoriales. En color rojo el grupo con TEA (ASD) y en color
azul el grupo de desarrollo neurotipico (TD). C) Parcelacion cortical del cerebro y sus dreas de
Brodmann correspondientes. D y F) Parcelacion del tdlamo en base sus conexiones corticales
mediante tractografia probabilistica en TD y con ASD. E y G) Parcelacion del talamo en base su
conectividad funcional con cortezas resonancia magnética funcional en nifios TD y ASD. Tomado y
editado de (Nair et al., 2013).

con el tdlamo. De igual manera se reportaron alteraciones en la integridad de la materia
blanca de los tractos cortico-taldmicos en bebes con alto riesgo de TEA familiar. Ademds, las
alteraciones en la conectividad a las 6 semanas de edad predicen el desarrollo de los déficits
sociales entre los 9-36 meses de edad, siendo la conectividad aberrante de las vias cortico-

taldmicas un posible marcador temprano para los TEA (Nair et al., 2021).

Green y colaboradores (2015) estudiaron la actividad cerebral que subyace la
hiperresponsividad tactil presente en jovenes con TEA mediante resonancia magnética
funcional (fMRI). Los resultados mostraron una mayor activacion de S1 y la amigdala, esta

actividad presentd una correlacién positiva con el puntaje de hiperresponsividad reportados
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por los participantes. Adicionalmente se observd una disminucién en la habituacion a los
estimulos tactiles en S1 y la amigdala, en el grupo de jévenes con TEA que presentaba
hiperresponsividad en comparacién con aquellos pertenecientes al espectro que no

presentaba hiperresponsividad (Green et al., 2015).

Dada la complejidad de los circuitos de procesamiento somatosensorial tactil, y las
limitaciones que presenta su estudio en humanos, resulta conveniente trasladar el estudio a
los modelos animales. Gracias a la existencia de multiples modelos animales de TEA, se ha
logado avanzar en el estudio de las bases neurobioldgicas que subyacen estos déficits,
permitiendo le uso de técnicas invasivas que nos otorgan mas informacioén para entender los

diferentes mecanismos y vias involucradas.

En el modelo de SXF, Fmrl”/;, se ha reportado una respuesta motora exagerada ante la
estimulacion de las vibrisas en edades tempranas (Dp14-16), mientras que en ratones adultos
se reportd un aumento en las conductas de evitacion ante un estimulo tactil inocuo, como
signo de defensividad tactil (He et al., 2017). Mediante imagenologia de Ca®* in vivo en la capa
[I/11l de S1, no se observaron diferencias en la actividad evocada global, pero si un menor
numero de neuronas activas, asi como un déficit en la adaptacién ante estimulacién repetida
de las vibrisas, lo cual también se reporta en adultos (He et al., 2017). Estos resultados
sugieren que alteraciones en la adaptacidén de las respuestas en los circuitos corticales

sensoriales podrian ser el sustrato de la defensividad tactil.

Chen y colaboradores (2020) observaron un aumento en la actividad de las neuronas
piramidales de S1 al igual que una reduccién en la actividad de las interneuronas corticales
utilizando imagenologia de CaZ* en el modelo de SPM Shank3B” (Fig.6G, H), sugiriendo que
las alteraciones de las interneuronas gabaérgicas a nivel cortical juega un papel importante
en la hiperreactividad, ante la estimulacién de las vibrisas (Fig.6F). Las alteraciones en la
actividad de las interneuronas han sido reportadas en varios modelos experimentales de TEA
(Chao et al., 2010; Gogolla et al., 2014; Gongalves et al., 2013; Zhang et al., 2014), e incluso
algunos estudios lo han relacionado con déficits en la integracién multisensorial (Gogolla et

al., 2014; Orefice et al., 2016).

Por el contrario, Balasco y colaboradores (2021) reportaron déficits en la capacidad de

discriminacion de texturas, al igual que una hiporreactividad ante la estimulacion de las
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vibrisas en el modelo Shank3b~ (Fig.6B), mismo fenotipo que se ha reportado en jévenes con
SPM (Tavassoli et al., 2021). Este fenotipo es acompafiado por una disminucién de la actividad
neuronal de S1 e hipocampo (Fig.6C, D), evaluada mediante hibridacion in-situ del gen de
expresion temprana c-fos (Balasco et al., 2021), sugiriendo que las alteraciones en la actividad

cortical juegan un papel en los déficits tactiles presentes en los TEA.
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Fig. 6 Resultados contradictorios del fenotipo sensorial en el modelo Shank3B”. A) Esquema del
paradigma conductual de molestia de vibrisas. B) Puntaje en la prueba de molestia de vibrisas, el
grupo Shank3B”- presenta un menor puntaje que corresponde a un perfil de hiposensibilidad. C)
Imdgenes representativas de hibridacion in situ de c-fos en la corteza S1. D) Cuantificacion de la
intensidad de sefial de c-fos normalizad, el grupo Shank3B”" presenta una reduccién de la sefial que
corresponde a una hipoactividad. Grupo Shank3B** en color blanco y en color negro el grupo
Shank3B”". E) Paradigma conductual deteccion de estimulos vibro tdctiles en vibrisas. F) Curvas
psicométricas de deteccion tdctil, el grupo Shank3B”- presenta un umbral de deteccién menor,
indicando hipersensibilidad. G) Comparacion de respuestas evocadas de neuronas excitatorias en las
diferentes amplitudes de estimulacion, el grupo Shank3B”- presenta un mayor nimero de respuestas
indicando hiperactividad. H) Comparacion de respuestas de neuronas inhibitorias evocadas en las
diferentes amplitudes de estimulacién, el grupo Shank3B”- presenta un menor numero de respuestas
indicando hipoactividad. Grupo WT en color negro y en color rojo el grupo Shank3B”-. Tomado y
editado de (Balasco et al., 2021; Q. Chen et al., 2020).
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Los resultados del grupo de Chen (2020) y Balasco (2021) resultan contradictorios. Estos
resultados sugieren la presencia de variaciones en la respuesta sensorial dentro del mismo
modelo, las cuales podrian ser consecuencia de los diferentes circuitos involucrados en los
paradigmas conductuales empleados; lo que abre la incdgnita de si los circuitos involucrados
en tareas que requieren entrenamiento y procesos de atencion dirigida a una meta, como es
el caso en el trabajo de Chen y colaboradores (2020), son diferentes a los circuitos
involucrados en paradigma de estimulacidon “naturalista” como el empleado por Balasco
(2021). Otra posible explicacion de estas variaciones en el fenotipo sensorial y de su sustrato
neurobiolégico podria deberse incluso a variaciones en los perfiles sensoriales dentro del

modelo, debido al espectro que se observa en los pacientes.

A pesar de que en los TEA y los modelos experimentales se han descrito varios déficits
sensoriales en diferentes modalidades, no existen estudios que evalten el papel que juega el
tdlamo, estructura que resulta crucial en el procesamiento sensorial. La existencia de
alteraciones en los circuitos talamocorticales podria ser la responsable de los cambios en la

percepcion y respuesta a estimulos somatosensoriales tactiles que se observan en los TEA.

3. Planteamiento del problema

Las personas con TEA presentan alteraciones heterogéneas en el procesamiento
somatosensorial tactil, a pesar de que algunos estudios comienzan a explorar las bases
neurobioldgicas que subyacen a estos déficits sensoriales, aun se desconoce el papel que

juegan los circuitos talamo-corticales.

Dada la relevancia del procesamiento somatosensorial en el desarrollo de las habilidades
cognitivas y socio-emocionales, déficits centrales de este tipo de trastornos, resulta
fundamental el estudio de estos circuitos para lograr un mejor entendimiento de los déficits
sensoriales y su influencia en el desarrollo de las funciones cognitivas. En este proyecto se
pretendio evaluar la existencia de alteraciones en la actividad neuronal del complejo ventro-
basal (VB) taldmico, que pueden ser parte del sustrato neurobiolégico que subyace a los
déficits tactiles presentes el modelo de TEA Shank3B”-, abriendo la posibilidad a nuevos

abordajes, asi como la identificacion de ventanas temporales criticas para la implementacién
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de nuevas estrategias terapéuticas con la finalidad de disminuir los déficits presentes y

mejorar la calidad de vida de las personas con TEA.
4. Hipotesis

El modelo Shank3B”- presenta una hiporrespuesta sensorial ante estimulos tactiles, lo que

correlaciona con un perfil de hipoexcitabilidad en las neuronas talamicas del complejo VB.

5. Objetivos

5.1 General

Estudiar la excitabilidad neuronal en el complejo VB talamico que subyace a los déficits

somatosensoriales tactiles en el modelo de autismo Shank3B™.

5.1 Especificos

e Caracterizar el modelo Shank3B”- para determinar la presencia de conductas tipo
autista en animales jovenes.

e Comparar la percepcién tactil en el modelo Shank3B”"y controles WT de la misma
camada.

e Comparar la actividad neuronal del complejo VB taldamico mediante registros de patch

clamp en el modelo Shank3B”"y controles WT de la misma camada.

6. Métodos

6.1 Animales

Todos los experimentos se realizaron bajo las pautas y lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999) y todos los protocolos fueron aprobados por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular
(CICUAL-IFC, protocolo VLH151-19). Todos los animales fueron mantenidos bajo condiciones
estandares 22°C, 40% de humedad, con un ciclo luz/oscuridad de 12hr (luces encendidas
7:00am) con agua y alimento ad libitum. Para estos experimentos se utilizaron ratones de 21-
23 dias postnatales (Dp) de la cepa Shank3™26M8 de |la misma camada, animales Shank3B”

como grupo experimental y Shank3B*/* (WT) como grupo control. El genotipo se determiné
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por medio de PCR utilizando los siguientes oligonucleétidos: reverso KO 21798 (GCT ATA CGA
AGT TAT GTC GAC TAG G), reverso WT 21796 (TGA CAT AAT CGC TGG CAA AG) y comun
21795(GAG ACT GAT CAG CGC AGT TG).

6.2 Pruebas conductuales

Con el fin de caracterizar las alteraciones conductuales y los déficits somatosensoriales
tactiles presentes en el modelo Shank3B utilizamos una bateria de pruebas conductuales que

se describen a detalle a continuacion.

6.2.1 Campo abierto

Al Dp 21-22, se permitié explorar en libre movimiento en una caja (40x40x40cm) durante 90
minutos. Se evalud el tiempo que el ratdn pasa en movimiento, el tiempo que permanecié en
el centro y periferia (10cm); la distancia recorrida y el tiempo de exploracién en dos patas
(Carter & Shieh, 2015). Con el fin de evaluar la presencia de conductas repetitivas se evalué
el tiempo total en el que presentd acicalamiento (Res, 2016), que incluye las conductas de
frotar/rascar rostro, orejas y el resto del cuerpo. La distancia y permanencia en cada zona se
evaluaron Unicamente en los primeros 30 minutos de la prueba, mientras que las conductas
(exploracidn, acicalamiento e inactividad) se evaluaron durante el tiempo total de la prueba.
La prueba fue videograbada para ser evaluada posteriormente y el investigador estuvo

cegado al genotipo.

6.2.2 Prueba de interaccion social

Al Dp 21-22, en una caja (60x40x25cm) dividida en 3 cdmaras con compuertas de acceso entre
ellas, se dejé explorar en libre movimiento segun cada fase de la prueba. Esta se dividié en 3
fases: en la fase 1 se colocé al ratdon en la camara central de la caja durante 5 minutos para
habituarlo al entorno; en la fase 2 de novedad social, se liberd el acceso a las 3 cAmaras donde
en una se le presenté un ratén extrafio “E1”, con el cual no existié una interaccion previa; y
por ultimo en la fase 3, de reconocimiento social, se introdujo un segundo ratén extrano “E2”
con el fin de evaluar el reconocimiento y la preferencia a la novedad social. Las dos ultimas
fases tuvieron una duracion de 10 min. En las fases 1y 2 se evalud, el tiempo de permanencia

en cada camara y el tiempo interaccion total con los ratones extranos, asi como el tiempo
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total de acicalamiento (Carter & Shieh, 2015). La prueba fue videograbada para ser evaluada

posteriormente y el investigador estuvo cegado al genotipo.

6.2.3 Remocidén de cinta

Al dia postnatal 21-22, se colocd al ratéon en una caja individual (20x20cm) durante cinco
minutos con el fin de habituarlo al entorno. Posteriormente se colocd un trozo de cinta
transpore/micropore (5x5mm) en el puente de la nariz por debajo de los ojos del ratén o en
cada una de las patas frontales. Posteriormente, este se regreso a la caja durante 2 minutos,
tiempo en el cual se registré la latencia de percepcién de la cinta, el tiempo de remocién y el
tiempo de acicalamiento tras la remocion de la cinta. Se realizaron de dos a tres ensayos los
cuales se promediaron para cada sujeto (Bouet et al., 2009). En el caso de presentarse el
estimulo en las patas, previo a la evaluacidn de las conductas, los grupos se separaron segun
la preferencia de lateralidad del ratén (izquierda o derecha). La prueba fue videograbada para

ser evaluada posteriormente y el investigador estuvo cegado al genotipo.

6.2.4 Puff de aire

Para esta prueba las patas traseras de los ratones fueron marcadas con tinta indeleble base
de alcohol color rosa (dia postnatal 21-22). El ratén se colocd sobre una plataforma de malla
dentro de una caja (7.5x4x5cm), dejandolo explorar en libre movimiento durante 5 minutos
para habituarlo al entorno. Posteriormente, mediante un microinyector Narishigue IM-300 y
un sistema automatizado por medio de controladores Arduino DUE y el software Bonsai
Ephys, se presentaron puffs de aire de 200ms de duracién en las patas traseras, con
intensidad aleatoria (12 posibles intensidades 3.0-12.0psi). Las respuestas se analizaron de
manera binaria (presenté una respuesta o no) para construir las curvas psicométricas, y
también se clasificaron segun su intensidad (0=sin respuesta, 1=respuesta leve, 2=respuesta
moderada, 3=respuesta intensa). Las pruebas fueron videograbadas para evaluarse

posteriormente y el investigador estuvo cegado al genotipo.

6.3 Obtencion y procesamiento de rebanadas de cerebro

Para los registros electrofisioldgicos se obtuvieron rebanadas horizontales de cerebro de

ratdn de la siguiente manera. Se anestesid al animal con una mezcla de ketamina y xilazina
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(i.p. 100mg/10mg por Kg de peso) se perfundié transcardialmente con solucién de sacarosa a
punto de congelacién (Composicion en mM: 194 sacarosa, 26 NaHCOs3, 10 Glucosa, 2 MgCls,
0.2 CaCly, pH 7.4). Con ayuda de un vibratomo, se obtuvieron rebanadas horizontales de
250um de espesor, que se recolectaron e incubaron en fluido cerebroespinal artificial
(Composicion en mM: 26.0 NaHCOs, 11.0 Glucosa, 1.0 MgCl,, 2.5 CaCly, pH 7.4) a 37.5°C
durante 10 minutos seguido de una recuperacidon a temperatura ambiente de 45 minutos.
Durante todo el experimento se mantuvo el fluido cerebroespinal artificial con una saturacion

de 95% O y 5% CO; con una velocidad de perfusiéon de 2ml/min.

6.4 Registros electrofisiologicos

Para los registros electrofisioldgicos se empled la técnica de patch clamp en la modalidad de
célula completa, ya sea en fijacidon de voltaje o corriente. Las neuronas se observaron con un
objetivo de inmersion de 60X e iluminacion infrarroja conectada a una camara y una pantalla.
Los registros se realizaron con un amplificador Axopatch 700b de Axon instruments mediante
el software Clampex 9.0 para su analisis offline. Se utilizaron pipetas de borosilicato con una
resistencia de 3-6MQ, que contienen una soluciéon interna de K-Gluconato (Composicién en
mM: 131 K-Gluconato, 17.5 KCl, 9 NaCl, 1 MgCl,-6H,0, 10 HEPES, 1.1 EGTA, 2 ATP-Mg, 0.2
GTP-Na, pH 7.4).

6.5 Analisis de datos

Los datos de las pruebas conductuales fueron recolectados a través de videograbaciones y se
procesaron con un programa desarrollado en Python 3.7. Todos los resultados fueron
comparados entre grupos por medio de pruebas t-test de grupos independientes evaluando
normalidad mediante la prueba Shapiro-Wilk, en caso de no cumplirse se utilizé la prueba no

paramétrica Mann Whitney U. Todos los datos se analizaron con significancia de 0.05.

El andlisis de los registros electrofisiolégicos se llevd a cabo con el software Clampfit 10.7,
MiniAnalysis 6.0 y Python 3.7. Todos los resultados se compararon entre grupos por medio
de pruebas t-test de grupos independientes, evaluando la normalidad mediante la prueba
Shapiro-Wilk, en caso de no cumplirse se utilizé la prueba no paramétrica Mann Whitney U.

Todos los datos se analizaron con significancia de 0.05.
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Los trazos de las corrientes sinapticas se filtraron mediante un filtro Bessel pasa bajas de 8
polos con frecuencia de corte de 100Hz. Los trazos de fijacion de corriente fueron filtrados

mediante un filtro Butterworth pasa bajas de 8 polos con frecuencia de corte de 750Hz.

Todas las pruebas estadisticas y las graficas de los resultados fueron realizados mediante un

programa desarrollado en Python 3.7.

7. Resultados

7.1 Caracterizacion del modelo Shank3B™

La prueba de campo abierto se realizé para identificar la presencia de conductas asociadas a
los TEA, como la presencia conductas repetitivas y un bajo nivel de exploracién, asi como
evaluar los patrones de actividad. Las diferencias entre los grupos experimentales WT y
Shank3B-/- se observaron durante los 90 minutos de exploracion libre (Fig.7). Los patrones de
actividad presentaron una disminucién en la distancia recorrida (Fig.7B) y por ende un
aumento en el tiempo de inactividad en el grupo Shank3B”-, patrén que se mantiene a lo largo
de la prueba (Fig.7C). La distancia total recorrida presenté una disminucidn significativa en el
grupo Shank3B”- (Fig.7F) en los primeros 30 minutos de la prueba (WT: 6977.16 + 525.192cm,
Shank3B7:5160.94 + 393.83cm; p=0.016). No se presentaron diferencias en el porcentaje de
tiempo de permanencia entre las zonas centro y periferia (Fig.7D) (centro: WT 10.54 £ 2.33%,
Shank3B”- 5.33 + 1.62%, p=0.096; periferia: WT 89.38 + 2.31%, Shank3B” 94.66 + 1.63%,
p=0.091).

Con respecto a las conductas asociadas a los TEA, se puede observar una diferencia
significativa entre los grupos (Fig.7E). En el grupo Shank3B”- se observé una disminucion del
50% en el tiempo dedicado a la exploracién en dos patas (WT 9.78 + 1.73%, Shank3B7/-5.00 +
0.72%, p=0.03), un aumento del 40% en el porcentaje de tiempo de acicalamiento (WT 11.87+
1.22%, Shank3B”"16.36 + 1.41%, p=0.032) y un aumento del doble en el tiempo de inactividad
(WT 18.21 + 5.92%, Shank3B7/-38.43 + 5.49%, p=0.026).

Los déficits sociales asociados al modelo Shank3B”-, se evaluaron mediante la prueba de

III

interaccion social de tres cdmaras (Fig.8). En la fase de “novedad social” (Fig.8A) se evalud la
preferencia al estimulo social, el ratén extrafio 1 (E1), versus un estimulo no social, la jaula

vacia. En el grupo Shank3B~"se observé una tendencia a permanecer un mayor porcentaje de
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tiempo en la zona central, observando un aumento del 70% en comparacién con el grupo WT

(WT 36.15 + 8.27%, Shank3B” 61.41 + 9.29%, p=0.066). Por ende, el tiempo de permanencia

en la zona del E1 se redujo en un 50% en el grupo Shank3B”- (WT 32.94 + 7.79%, Shank3B™”"
16.76 £ 5.50%, p=0.122) (Fig.8B).
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Fig. 7 Caracterizacién conductual del modelo Shank3B 7/~ A) Esquema de la prueba campo abierto.
B) Distancia recorrida en intervalos de 5 minutos, se observa una disminucion en el grupo Shank3B 7-
. €) Tiempo de inactividad en intervalos de 5 minutos, se observa un aumento en el grupo Shank3B 7
. D) Porcentaje de tiempo transcurrido en cada zona, centro y periferia de los primeros 30 min. de la
prueba. E) Porcentaje de tiempo dedicado a conductas de exploracion en dos patas, acicalamiento e
inactividad, se observa una disminucion significativa en la exploracion en dos patas y un aumento
significativo en acicalamiento e inactividad en el grupo Shank3B”-. F) Distancia total recorrida en los
primeros 30 min. de la prueba, se observa una tendencia de reduccion en el grupo Shank3B 7-.
Resultados representados como media * S.E.M. (* p < 0.05). WT (n=11) Shank3B”" (n=12).

El tiempo transcurrido en alguna de las zonas no necesariamente significa que ese tiempo se

estuvo en contacto con el estimulo social o el objeto, por lo que también se evalud el tiempo

de interaccion activa, que comprende conductas como olfateo y exploracién en dos patas del

estimulo. En el grupo Shank3B” se observé una reduccién generalizada de la interaccién,

tanto con el E1 como el objeto (Fig.8D, F, G). Se presentd una reduccién de mas del 50% en el

34



tiempo de interaccién con E1 en el grupo Shank3B7- (WT 14.47 + 3.37%, Shank3B/ 6.44
2.18%) (Fig.8D). Ademas, el grupo WT presentd 3 veces mas interaccion con el E1 en
comparacion con la jaula vacia (E1: 14.47 £ 3.37%, Vacio: 4.83 £ 0.96%, p=0.022) mientras que
la diferencia en el grupo Shank3B” no es significativa (E1: 6.44 + 2.18%, Vacio: 2.61 + 0.70%,
p=0.134) (Fig.8D). De igual manera, se observo una diferencia no significativa en los patrones
de interaccién entre los grupos, donde el grupo Shank3B” presenta una reduccién en la

interaccion a lo largo de toda la prueba. (Fig.8F, G).
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Fig. 8 Déficits sociales en el modelo Shank3B”- A) Esquema de interaccién social “Novedad social”.
B) Porcentaje de tiempo transcurrido por zona en “Novedad social”, se observa una tendencia a la
baja en el tiempo transcurrido en la zona de E1, mientras que se observa una tendencia a la alta en
el tiempo transcurrido en la zona central en el grupo Shank3B”-. C) Porcentaje de tiempo dedicado al
acicalamiento, el grupo Shank3B” presenta un aumento significativo. D) Porcentaje de tiempo de
interaccion con el extrafio 1 (E1) y la jaula vacia, se puede observar en el grupo WT una preferencia
de interaccion con el E1 mientras que en el grupo Shank3B” no. E) Indice de preferencia social (E1-
centro)/(El+centro), el grupo Shank3B” presenta un indice mds bajo, indicando la presencia de
déficits sociales. F) Tiempo de interaccion con E1, se puede observar una reduccién en el patrén de
interaccién del grupo Shank3B”.. G) Tiempo de interaccion con la jaula vacia. H) Esquema de
interaccién social “Reconocimiento”. 1) Porcentaje de tiempo transcurrido por zona en
“Reconocimiento social”, se observa una tendencia a la baja en el tiempo transcurrido en la zona de
E2, mientras que se observa una tendencia a la alta en el tiempo transcurrido en la zona central en el
grupo Shank3B”-. J) Porcentaje de tiempo dedicado al acicalamiento. K) Porcentaje de tiempo de
interaccion con E1y E2, se puede observar una disminucion de la interaccion generalizada en el grupo
Shank3B”". L) indice de preferencia social (E2-centro)/(E2+centro), el grupo Shank3B” presenta un
indice mds bajo, indicando la presencia de déficits sociales. M) Tiempo de interacciéon con E1, se puede
observar una reduccion en el patrén de interaccion del grupo Shank3B”-. N) Tiempo de interaccidn
con E2, se observa una reduccién en el grupo Shank3B”". Resultados representados como media *
S.E.M. (* p £0.05). WT (n=11) Shank3B”~ (n=12).

El indice de preferencia social se utilizé para cuantificar la preferencia social (E1-centro/
El+centro), en donde se compara el tiempo de interaccidn con el E1 en contra del tiempo
transcurrido en la zona neutral, el centro, de manera que entre mayor sea el indice, mayor es
la preferencia social. El grupo Shank3B~- presenta un indice de preferencia social menor que
el grupo WT (WT -0.28 + 0.17, Shank3B”7--0.72 + 0.10, p=0.053) (Fig.8E). El acicalamiento
excesivo como conducta repetitiva también se evalué y el grupo Shank3B” presenté 3 veces
mas acicalamiento que el grupo control (WT 5.40 + 1.28%, Shank3B”/15.59 + 3.32%, p=0.015)
(Fig.8C).

II’

En la segunda fase de “reconocimiento social” (Fig.8H) se evalud el reocnocimiento de un
estimulo social (E1) y la preferencia ante un segundo estimulo social novedoso (E2). En el
grupo Shank3B”" se mantuvo la tendencia a permanecer un mayor porcentaje de tiempo en
la zona central, con un aumento del doble en comparacién con el grupo WT (WT 22.76 +
8.96%, Shank3B”/51.74 + 11.64%, p=0.073) (Fig.8l). El tiempo de permanencia en la zona de
E1 se redujo a la mitad en el grupo Shank3B” (WT 29.04 + 5.11%, Shank3B”7-14.12 + 4.54%,
p=0.049), mientras que el tiempo de permanencia en la zona de E2 Unicamente se redujo en
un 50% (WT 48.38 + 8.03%, Shank3B”34.30 + 9.05%, p=0.27) (Fig.81), manteniendo el mismo

I”

efecto observado en la fase de “novedad social” ante el estimulo novedoso.
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En las conductas de interaccion se observé el mismo efecto. En el grupo Shank3B”" presentd
una reduccion generalizada de las conductas de interaccidn con los estimulos sociales (Fig.8K,
M, N). El grupo Shank3B”- presenté una reduccién del 50% en el tiempo de interaccién con
E2 (WT 17.59 + 4.05%, Shank3B7/"8.12 + 2.38%, p=0.072) (Fig.8K). Ambos grupos presentaron
el doble de tiempo de interaccidon con E2 en comparacién con E1 (WT: E1 9.21 + 1.95%, E2

17.59 * 4.05%, p=0.096; Shank3B/: E1 3.85 + 1.48%, E2 8.12 + 2.38%, p=0.163).

En esta fase, se observé una disminucién general en la interaccién del grupo Shank3B™-
(Fig.8M, N). El indice de preferencia social en esta fase (E2-centro / E2+centro) mostrd
diferencias significativas entre los grupos (Fig.8L), el grupo Shank3B”- presenté un menor
indice de preferencia social (WT 0.20 + 0.20, Shank3B” -0.39 # 0.17, p=0.042). No se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de tiempo dedicado al acicalamiento

(WT 7.52 + 1.82%, Shank3B”- 11.76 + 3.05%, p=0.268) (Fig.8J).

Estos resultados, tanto de la prueba de campo abierto como los de la prueba de interaccion
social, nos confirman la presencia de conductas asociadas a los TEA y déficits sociales en el

modelo Shank3".

7.2 Caracterizacion del fenotipo sensorial tactil del modelo Shank3B™-

Para caracterizar el fenotipo somatosensorial tactil se emplearon dos pruebas diferentes. La
primera prueba, remocion de cinta, que consiste en colocar un trozo de cinta en alguna parte
del cuerpo del roedor y evaluar la latencia de percepcién, tiempo de remocién y tiempo de
acicalamiento. Esta prueba permite identificar déficits en la percepcidn y problemas motores.
En la remocidn de cinta del rostro (Fig.9A) se pudieron observar diferencias entre los grupos.
En el grupo Shank3B7- se observé un aumento del 60% en la latencia de percepcion del
estimulo (WT 15.51 + 1.95s, Shank3B7- 25.45 + 4.48s, p=0.027) y un aumento del 50% en el
tiempo de acicalamiento tras la remocién del estimulo (WT 26.80 + 2.62s, Shank3B”/~40.46 +
4.19s, p=0.009) (Fig.9B). No se observaron diferencias en el tiempo de remocion de la cinta,
por lo que se descartan déficits motores importantes en esta prueba (WT 9.69 + 1.65%,

Shank3B” 10.50 + 2.41%, p=0.618).

Al colocar la cinta en las patas (Fig.9C), lo primero fue determinar la lateralidad preferente de

cada sujeto (Fig.9D) donde el grupo Shank3B” se dividi4 4:4, mientras que el grupo WT se
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dividié 3:5, predominando en este grupo la lateralidad izquierda. Al evaluar aquellos ratones

con lateralidad derecha se observé una tendencia al alta en la latencia de percepcién (WT

9.81 + 3.05s, Shank3B7-12.82 + 4.34s, p=0.652) y en el tiempo de remocién de la cinta en el

grupo Shank3B” (WT 8.80 * 2.53s, Shank3B7-15.98 + 5.56s, p=0.368) (Fig.9E). Al evaluar los

ratones con lateralidad izquierda no se observaron diferencias en la latencia de percepcién

(WT 6.11 + 0.76s, Shank3B”-7.53 + 1.38s, p=0.77), una tendencia a la baja en el tiempo de

remocién del grupo Shank3B”/" (WT 12.76 + 4.14s, Shank3B” 7.87 + 4.78s, p=0.45) y en el

tiempo de acicalamiento (WT 42.29 + 5.62s, Shank3B”- 34.79 + 11.04s, p=0.69) del grupo

Shank3B”- (Fig.9F).
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Fig. 9 Déficits somatosensoriales en el modelo Shank3B”- A) Esquema remocion de cinta del rostro.
B) Tiempo (s) de latencia de percepcidn, tiempo de remocion y acicalamiento tras la remocion de la
cinta del rostro, se observa una mayor latencia de percepcion y tiempo de acicalamiento en el grupo
Shank3B7". €) Esquema remocion de cinta de las patas. D) Preferencia de lateralidad determinada a
partir de la primera cinta que se retird, lateralidad derecha WT n=3 Shank3B”- n=4, lateralidad
izquierda WT n=5 Shank3B™- n=4. E) Grupos con lateralidad derecha. Tiempo (s) de latencia de
percepcion, tiempo de remocion y acicalamiento tras la remocion de la cinta de la pata derecha, se
observa una tendencia al alta en latencia de percepcién del grupo Shank3B”-. F) Grupos con
lateralidad izquierda. Tiempo (s) de latencia de percepcion, tiempo de remocion y acicalamiento tras
la remocion de la cinta de la pata izquierda, se observa una tendencia al alta en latencia de percepcion
del grupo Shank3B”". Resultados representados como media + S.E.M. (* p < 0.05, ** p < 0.01). Rostro
WT (n=11) Shank3B” (n=10); Patas WT (n=8) Shank3B” (n=8).
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A

La curva psicométrica de percepcion tactil del modelo Shank3B” se realizé con la prueba de
puff de aire, donde los ratones en libre movimiento recibieron estimulos en las patas traseras
para evaluar la respuesta conductual (Fig.10A). En esta prueba se observé un fenotipo de
hiposensibilidad, reflejado como un desplazamiento de la curva psicométrica hacia la derecha
(Fig.10B). Por ende, se observé un aumento en el umbral de detecciéon (WT 4.51 + 0.35psi,
Shank3B7-5.26 + 0.30psi, p=0.182) (Fig.10C) y en el parametro alpha de la funcién logistica de
ajuste (WT 5.25 + 0.30, Shank3B7-4.51 + 0.35, p=0.191) (Fig.10 D), pero no en el parametro
beta de la funcién (WT 1.06 + 0.12, Shank3B”-1.14+ 0.14, p=0.731) Fig.10E).
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Fig. 10 Hiposensibilidad tdctil en el modelo Shank3B”- A) Prueba de puff de aire en patas traseras B)
Curva psicométrica tdctil (Funcion logistica= 1 / 1 + e -x-a) /6), en el grupo Shank3B” el
desplazamiento de la curva indica hiposensibilidad. C) Umbral de deteccion obtenido de la curva
psicométrica, el grupo Shank3B”- presenta un umbral de deteccién mds alto. D) Pardmetro alpha de
la funcion logistica, responsable del desplazamiento en el eje x. E) Pardmetro beta de la funcion
logistica, responsable de la pendiente. F) Curva intensidad/respuesta (Funcién recta= mx+b), el grupo
Shank3B” se encuentra desplazado a la derecha. G) Respuesta promedio, en el grupo Shank3B”
presenta una menor respuesta promedio. H) Parametro m de la funcion de recta. I) Pardmetro b de
la funcidn de recta, responsable del desplazamiento en el eje x. WT (n=5) Shank3B” (n=5). Resultados
representados como media + S.E. M.

De igual manera, se realizd una clasificacién de las respuestas ante los diferentes estimulos

con base a su intensidad , en donde se observd un desplazamiento de la recta a la derecha en
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el grupo Shank3B”- (Fig.10F), con una disminucién del 20% en la intensidad de respuesta
promedio en el grupo Shank3B7- (WT 1.59 + 0.07, Shank3B7- 1.34+ 0.06, p=0.052) (Fig.10E),
una disminucién en el parametro b de la recta (WT -0.38 + 0.25, Shank3B”/- 0.84 + 0.13,
p=0.099) (Fig.10l) pero no en el parametro m (WT 0.31 + 0.03, Shank3B”-0.35+ 0.02, p=0.428)
(Fig.10H). En conjunto, los resutlados de ambas pruebas nos sugieren la presencia de un

fenotipo de hiposensibilidad en el modelo Shank3B™-.

7.3 Propiedades intrinsecas de neuronas del talamo VB en modelo
Shank3B”

Para estudiar las bases neurofisiolégicas de los déficits somatosensoriales tactiles observados
en el modelo Shank3B™" se realizaron registros electrofisioldgicos de fijacién de corriente en
la region del complejo VB del tdlamo, estructura de relevo para la informacién
somatosensorial antes de llegar a nivel de cortezas. Lo primero fue realizar una
caracterizacion de las propiedades intrinsecas pasivas y activas (potenciales de accién) de las

neuronas (Fig.11).

Mediante la técnica de patch clamp célula completa se obtuvieron los trazos representativos de los
potenciales de accién para los grupos WT y Shank3B”-, en los que se observaron diferencias
en la amplitud, ancho medio del potencial (half-width) y el post-potencial hiperpolarizante
(Fig.12B, C). Estas diferencias en las propiedades del potencial de accién se aprecian mejor en
el diagrama de fase (Fig.12D), donde se observé una disminucién en el Vmax y el Vmin en el
grupo Shank3B”-. El grupo Shank3B”" presentd una reduccién del 20% en la amplitud del
potencial de accién (WT 124.8 +5.65mV, Shank3B7-102.8 + 4.95mV, p=0.012) y una reduccidn
del 25% en el post-potencial hiperpolarizante (AHP) (WT 70.91 + 6.07mV, Shank3B”/ 53.6 +
1.34mV, p=0.025) (Fig.12L, M). Por otro lado, no se observaron diferencias en el umbral de
disparo (WT -42.72 + 2.78mV, Shank3B7--42.05 + 1.72mV, p=0.848) ni en el half-width (WT
0.62 + 0.04ms, Shank3B7-0.63 * 0.04ms, p=0.886) (Fig.12J, K).

En las propiedades intrinsecas pasivas de las neuronas, no se observaron diferencias en el
potencial de membrana en reposo (RMP) (WT -64.7 + 2.20mV, Shank3B”7--62.50 + 1.54mV,
p=0.444) (Fig.12E), ni en la capacitancia (Cm) (WT 286.6 + 104.31pF, Shank3B7/- 272.9 +
48.01pF, p=0.912) (Fig.12H). Se observé una tendencia a la baja en la resistencia de
membrana (Rm) (WT 243.88 + 27.23MQ, Shank3B7-212.76 + 33.68 MQ, p=0.504) en el grupo
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Shank3B~” (Fig.12F), y una tendencia al alta en la constante de tiempo tau (WT 39.2 + 5.36ms,

Shank3B”/54.3 + 4.32ms, p=0.277) (Fig.12G). Por otro lado, en la reobase, |a corriente minima

necesaria para generar un potencial de accién, se observdé un aumento significativo en el

grupo Shank3B”- (WT 38.5 + 5.77pA, Shank3B”/-94.77 + 13.22pA, p=0.005) (Fig.121). Estos

resultados indican una hipoexcitabilidad en las neuronas del complejo VB taldmico del

modelo Shank3B™-.
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Fig. 11 Medicion de las propiedades intrinsecas pasivas y activas neuronales A) A partir de un
registro en fijacion de corriente de 1min sin inyeccion de corriente se obtiene el promedio del potencial
(trazo rojo) que corresponde al potencial de membrana en reposo de la neurona. B) Mediante un
protocolo de pulsos de corriente de 500ms se evalta el cambio en el potencial de membrana (panel
izquierdo) y se construye la curva corriente-voltaje (I-V) (panel derecho), se obtiene la pendiente de
la curva a partir de la cual es posible calcular la resistencia de membrana (Rm). C) Del primer pulso
hiperpolarizante (panel B izquierda) se obtiene la constante de tiempo tau, que corresponde al tiempo
en alcanzar el 63% del cambio de potencial total que genera el pulso de corriente. D) Para determinar
la la reobase, corriente minima necesaria para generar un potencial de accion, se utilizan pulsos de
corriente de 100ms que incrementan en amplitud hasta generar un potencial de accion (trazo negro).
E) Para evaluar las propiedades del potencial de accion. El umbral de disparo (verde) corresponde al
punto de deflexion que antecede al potencial de accion; half-width del potencial corresponde a la
duracion del potencial al 50% de la amplitud; la amplitud del potencial (azul) y la amplitud del post
potencial hiperpolarizante (rojo).
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Fig. 12 Propiedades intrinsecas de neuronas de VB en el modelo Shank3B A) Rebanada horizontal
de cerebro que muestra el drea de registro, ntcleo reticular taldmico (NRT) y el complejo ventrobasal
talémico (VB). B) Trazos representativos de potenciales de accion. C) Primera derivada de los
potenciales de accién en A. D) Diagrama de fase de los potenciales de accion de panel B. Se pueden
observar alteraciones en la dindmica del potencial de accién del grupo Shank3B”-, el limite derecho
del trazo corresponde al Vmax y el limite izquierdo del trazo corresponde al Vmin. E) Potencial de
membrana en reposo (mV). F) Resistencia de membrana (MQ). G) Constante de decaimiento, Tau
(ms). H) Capacitancia (pF). I) Reobase (pA), se observa un aumento en el grupo Shank3B7-. J) Umbral
del potencial de accién (mV). K) Ancho medio (Half-width) del potencial de accién (mV). L) Amplitud
del potencial de accién (mV), se observa una disminucién en el grupo Shank3B”. M) AHP, post-
potencial hiperpolarizante (mV), se observa una reduccion en el grupo Shank3B”. WT (n=3,
células=10) Shank3B” (n=5, células=10). Resultados representados como media + S.E.M. (* p < 0.05,

** p <0.01).
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7.4 Propiedades de disparo de neuronas del tdlamo VB en modelo
Shank3B”"

Para estudiar las propiedades de disparo ténico de las neuronas del complejo VB en el modelo
Shank3B7, y en sus controles WT, se realizaron registros de patch clamp célula completa
siguiendo un protocolo de pulsos de corriente de 500ms con magnitud variable (Fig. 13 Ay B,
respectivamente). Se observé en la curva de la relacién de la intensidad de corriente y
frecuencia de disparo (IF) que el grupo Shank3B” presenté una reduccién del 50% aprox. en
la frecuencia de disparo ante todas las corrientes inyectadas (Frecuencia 100pA: WT 37.57 +
9.34Hz, Shank3B7-11.22 + 2.70Hz, p=0.032; Frecuencia 275pA: WT 98.90 + 0.0Hz, Shank3B"-
59.63 + 8.25Hz) (Fig.13C, D), un menor numero de eventos (Eventos 100pA: WT 18.60 + 4.46,
Shank3B”- 4.25 + 1.79, p=0.020; Eventos 275pA: WT 50.0 + 0.0, Shank3B”/ 29.8 + 3.99)
(Fig.13F), y por ende, se observd un aumento en el intervalo interevento (Intervalo IE 100pA:
WT 36.06 + 6.19ms, Shank3B7/-126.94 + 47.35ms, p=0.164; Intervalo IE 275pA: WT 10.11 +
0.0ms, Shank3B7-17.99 + 2.23ms) (Fig.13E).

En la latencia del primer disparo se observaron diferencias en las corrientes de menor
amplitud (100pA: WT 19.40 + 2.05, Shank3B7- 138.07 + 70.04, p=0.175) mientras que en
corrientes de mayor amplitud no se observaron diferencias (275pA: WT 5.70 + 0.0, Shank3B-
/-10.40 + 1.81) (Fig.13G). Estos resultados sugieren una disminucién en la excitabilidad de las

neuronas del grupo Shank3B”".
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Fig. 13 Propiedades de disparo tonico del VB en el modelo Shank3B A) Trazos representativos de
WT. B) Trazos representativos de Shank3B”-. €) Curva IF, relacién de frecuencia instantdnea (Hz) y
corriente inyectada, en el grupo Shank3B” se observa una menor frecuencia. D) Curva IF, relacin de
frecuencia (Hz) y corriente inyectada, en el grupo Shank3B”- se observa una menor frecuencia. E)
Relacién del intervalo interevento (ms). F) Relacion de nimero de eventos y corriente inyectada, el
grupo Shank3B”- se observa un menor niimero de eventos. G) Relacién de la latencia del primer
disparo (ms) y la corriente inyectada. WT (n=3, células=4) Shank3B”- (n=4, células=7). Resultados
representados como media + S.E.M. (* p <0.05, ** p <0.01).
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Fig. 14 Propiedades de disparo en rdfaga del VB en el modelo Shank3B A) Trazos representativos
del grupo WT. B) Trazos representativos del grupo Shank3B”-. C) Frecuencia de disparo (Hz). D)
Frecuencia instantdnea (Hz). E) Intervalo interevento (ms). F) Latencia del primer disparo (ms), en el
grupo Shank3B” se observa una tendencia a la baja. G) Numero de eventos, en el grupo Shank3B”"
se observa una tendencia a la baja. H) Duracion de las rdfagas (ms), se observa una reduccion
significativa en el grupo Shank3B”-. WT (n=3, células=9) Shank3B”" (n=5, células=9). Resultados
representados como media + S.E.M. (* p £0.05, ** p <0.01).

Para estudiar las propiedades de disparo en rafaga de las neuronas del VB en el modelo
Shank3B~ se realizaron registros patch clamp de fijacién de corriente en la célula completa
siguiendo un protocolo de pulsos hiperpolarizantes de 500ms (Fig.14A, B). En este caso no se

observaron diferencias en la frecuencia de disparo (WT 119.87 + 7.27Hz, Shank3B”/-131.40
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15.37Hz, p=0.531) ni en el intervalo interevento (WT 8.70 + 0.66ms, Shank3B7-9.49 + 1.96ms,
p=0.723) (Fig.14.C, D, E). No obstante, fue posible observar una reduccién del 30% en el
nimero de disparos por rafaga (WT 8.11 + 0.53, Shank3B”- 5.44 + 1.08, p=0.054), una
reduccién del 40% en la duracidon de las rafagas (WT 68.61 + 3.73ms, Shank3B7- 42.43 +
5.74ms, p=0.002) (Fig.14H) y en la latencia del primer disparo (WT 75.82 + 9.60ms, Shank3B"
/-51.54 + 5.97ms, p=0.059) (Fig.14F, G). Estos resultados reflejan la hipoexcitabilidad que se

observé en las propiedades intrinsecas.

7.5 Conectividad sindptica de neuronas del tdlamo VB en modelo Shank3B”"

Para estudiar la conectividad sinaptica de las neuronas del tadlamo VB se realizaron registros
patch clamp de fijacién de voltaje (-62mV) en la célula completa durante 5 minutos para
registrar las corrientes excitatorias postsindpticas espontdneas (SEPSCs, por sus siglas en
inglés). Se observaron diferencias entre los registros de los grupos (Fig.15A (WT), B (KO)) al
igual que en el nimero de eventos (Fig.15C). En el grupo Shank3B~ se encontré una reduccién
del 40% en la amplitud de los eventos sindpticos (WT 39.98 + 6.43pA, Shank3B7/-22.10 +
1.26pA, p=0.110) (Fig.15D), una reduccién del 70% en el nimero de eventos (WT 147.5 + 25.8,
Shank3B7-47.25 + 11.75, p=0.039) (Fig. 15E), asi como un aumento en el intervalo interevento
(WT 2.93 + 0.64ms, Shank3B7-12.76 + 3.11ms, p=0.165) (Fig.15F).

No obstante, no se observaron cambios en la dindmica temporal de los eventos, ya que no se
presentaron diferencias en el tiempo de subida (WT 1.97 + 0.15ms, Shank3B7/1.97 + 0.12ms,
p=0.981) ni en el tiempo de bajada (WT 2.43 + 0.36ms, Shank3B7-2.68 + 0.26ms, p=0.725)
(Fig.15G, H), pero si se observd una reduccién en el area bajo la curva (WT 105.84 *
29.78pA/ms, Shank3B7-54.53 + 4.29pA/ms, p=0.259), dado por la diferencia en la amplitud
de los eventos. Estos resultados apuntan a una reduccién en las conexiones sinapticas en el

grupo Shank3B”-en comparacién con el grupo WT.
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Fig. 15 Conectividad sindptica de neuronas del tdlamo VB en el modelo Shank3B A) Trazo
representativo de las corrientes excitatorias postsindpticas (EPSCs) del grupo WT. B) Trazo
representativo de EPSCs del grupo Shank3B”-. €) Amplificacién de eventos de A y B marcados en un
recuadro, se observa una diminucién en la amplitud y nimero de eventos del grupo Shank3B”-. D)
Amplitud de los eventos (pA), se observa una menor amplitud en el grupo Shank3B”. E) Numero de
eventos, se observa una disminucion significativa en el nimero de eventos en el grupo Shank3B”". F)
Intervalo interevento (s), en el grupo Shank3B”~ se observa un aumento en el grupo Shank3B”-. G)
Tiempo de subida (ms). H) Tiempo de bajada (ms). 1) Area bajo la curva pA/ms. WT (n=2, células=6)
Shank3B”" (n=2, células=4). Resultados representados como media + S.E.M. (* p < 0.05).

8. Discusion

Los TEA son trastornos del neurodesarrollo que se caracterizan por la presencia de

alteraciones en las habilidades sociales, déficits en lenguaje verbal y no verbal en conjunto
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con la presencia de patrones estereotipados o restrictivos en el comportamiento e intereses
(Harris, 2018). Las alteraciones conductuales también se encuentran presentes en la mayoria
de los modelos animales, como en el modelo Shank3B7-, que en etapa adulta presenta
conductas ansiogénicas, disminucion en la exploracidn, acicalamiento excesivo y déficits

sociales.

En este trabajo, se realizdé una de las primeras caracterizaciones conductuales tempranas del
modelo Shank3B7-, donde incluso al dia postnatal 21-22 fue posible identificar la presencia de
estos déficits conductuales. Por medio de la prueba de campo abierto se observd una
reduccion en las conductas de exploracién y un aumento en el acicalamiento del grupo
Shank3B™ (Fig.7), resultados que concuerdan con el fenotipo reportado en adultos (Peca et
al., 2011) y en otros estadios postnatales tempranos (dias postnatales 15, 20 y 25) (Peixoto et

al., 2019).

Los déficits sociales son uno de los sintomas caracteristicos de los TEA e igualmente se
encuentran presentes en los modelos experimentales, sin embargo, se observan diferencias
entre las diferentes edades de los animales, adultos y jovenes. En la etapa adulta, el modelo
Shank3B” presenta déficits sociales severos. En la primera fase de la prueba de interaccién
social, novedad social, en adultos se observé una preferencia por el estimulo no social (vacio)
y en la fase de reconocimiento no se observd preferencia entre ninguno de los estimulos

sociales, lo que sugiere un déficit en la memoria de reconocimiento social (Pega et al., 2011).

Mientras tanto, en los resultados de este trabajo, en los jévenes predomina la falta de
exploracion, ya que los animales prefieren permanecer en el centro y no interactuar con
ningun estimulo. Ademas, en los Shank3B”" jévenes se observd una preferencia por el
estimulo social novedoso en la fase de reconocimiento; por lo que, en etapas tempranas no
se presentan problemas de memoria de reconocimiento social (Fig.8D, K). Estos resultados
nos indican que es posible que los déficits sociales no se encuentren completamente

establecidos en etapas tempranas en los ratones Shank3B™-.

Las conductas sociales en los roedores comienzan tras el destete (dia postnatal 20-23) y
siguen en desarrollo hasta alcanzar la adultez. En esta etapa, las interacciones sociales tienen
una intencién predominante de juego, pero durante la adolescencia, estos patrones de

conductas sociales sufren una transiciéon a conductas tipicas de roedores adultos, como
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separarse del grupo, integrarse a nuevos grupos sociales, conductas territoriales y bisqueda
de pareja para reproducirse (Panksepp et al., 2007). Si tomamos en cuenta lo anterior, resulta
légico pensar que las alteraciones conductuales observadas en animales jévenes no
representan en su totalidad los déficits sociales que puede llegar a presentar el modelo
Shank3B” en la adultez, por lo que a medida que los animales jévenes continten su

desarrollo, los déficits en las habilidades sociales iran incrementando en severidad.

En conjunto con las caracteristicas principales de los TEA, los déficits sensoriales presentan
una gran incidencia, presente en mas del 95% de los casos, ademas, estos déficits suelen
presentarse desde etapas muy tempranas, previo a la aparicion de las alteraciones
conductuales y déficits sociales (Marco et al., 2011; Ouhtit et al., 2014). Aunque los déficits
sensoriales han sido ampliamente estudiados en pacientes con TEA, existen pocos trabajos
gue realizan una buena clasificacién de los pacientes segun sus caracteristicas, por lo que no

era posible identificar déficits particulares correspondientes a trastornos especificos.

Tavassoli y colaboradores (2021) tomaron esto en cuenta y caracterizaron los déficits
sensoriales en personas con SPM, quienes exhiben un fenotipo de hiposensibilidad, en todas
las modalidades sensoriales, comparandolas con personas con TEA idiopatico donde
predomina la hiperexcitabilidad. En el modelo Shank3B”- el panorama no es tan claro, ya que
los resultados no son consistentes. Por un lado, se reporta hiperreactividad sensorial (Q. Chen

et al., 2020) y por otro, una hiporreactividad sensorial (Balasco et al., 2021).

En este trabajo, se realizd por primera vez una caracterizaciéon temprana (dia postnatal 21-
22) del fenotipo sensorial tactil del modelo Shank3B7-. Mediante la prueba de remocién de
cinta en el rostro y las patas, mostrd un aumento en la latencia de percepcion, lo que sugiere
gue existe una hiposensibilidad ante los estimulos tactiles (Fig.9). Igualmente se encontré un
aumento en el tiempo de acicalamiento del grupo Shank3B”-, aunque esto sélo es posible

obsérvalo cuando el estimulo se colocd en el rostro.

Este fendmeno se puede explicar de varias maneras. La primera, es que el modelo presente
una mayor latencia de percepcion, pero la sensacion del estimulo tenga una mayor
permanencia, lo cual generaria que, a pesar de haber removido el estimulo, la sensacidon
permaneciera, por lo que se continla intentando remover el estimulo, manifestdndose como

un mayor tiempo de acicalamiento. Por otro lado, se han reportado patrones motores
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repetitivos y una reduccion en la flexibilidad para cambiar entre ellos (Peixoto et al., 2019);
por lo que al iniciar la remocién del estimulo puede que se activen patrones motores y se
gueden “enganchados” a esta dindmica de movimiento, a pesar de ya no estar presente la
sensacion del estimulo, generando el aumento en el acicalamiento. Por ultimo, este aumento
puede ser sélo un reflejo de la presencia de acicalamiento excesivo que se presenta en el

modelo Shank3B™-.

Tomando en cuenta que el patrédn de movimiento para la remocién de cinta del rostro es muy
similar al patron de movimiento de la conducta de acicalamiento, en comparacién con el
patron de remocién de cinta de las patas, donde no es posible observar un aumento en el
tiempo de acicalamiento, es mds probable que este fendmeno se deba a un enganchamiento

en los patrones motores que a una mayor permanencia de la sensacion del estimulo.

En la prueba de remocion de cinta intervienen muchas variables, como la posicion de la cinta,
el estrés causado por el manejo del experimentador, entre otros, que podrian influir en los
resultados observados. Por este motivo se decidié implementar el paradigma de puff de aire
para confirmar el perfil sensorial. Esta prueba nos permitié evaluar la respuesta sensorial en
las patas traseras controlando las propiedades del estimulo con una minima manipulacion del
experimentador, lo que permitié construir la curva psicométrica de percepcién tactil del

modelo Shank3B™.

A pesar de contar con grupos reducidos, una vez mas en esta prueba es posible observar un
fenotipo de hiposensibilidad en el grupo Shank3B7-. Se observa una reduccién en el umbral
de deteccidn y en la respuesta promedio del grupo Shank3B”- observando un desplazamiento

a la derecha de ambas curvas (Fig.10).

Estos resultados, en conjunto, confirman la presencia de déficits sensoriales con un fenotipo
de hiposensibilidad en el modelo Shank3B”". Mismos que concuerdan con el fenotipo
reportado en jovenes con SPM (Tavassoli et al., 2021). De igual manera, los resultados
concuerdan con lo reportado por el grupo de Balasco y colaboradores (Balasco et al., 2021),
en donde se utiliza un protocolo de estimulacién “naturalista” que no requiere de

entrenamiento, similar al empleado en este trabajo pero en animales adultos.

Sin embargo, estos resultados difieren del fenotipo de hipersensibilidad reportado por el

grupo de Chen y colaboradores (Q. Chen et al., 2020). La principal diferencia entre estos
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trabajos son los paradigmas sensoriales empelados. Es posible que el entrenamiento y las
conductas guiadas a una recompensa logren enganchar a los animales y generen un cambio
en la dinamica que sea capaz de revertir el fenotipo sensorial. Este tipo de comportamiento
se ha observado en personas con TEA, donde ocurre una restriccion en los intereses a tal
grado que genera conductas obsesivo-compulsivas relacionadas con el estimulo o actividad
de fijacidn (Pazuniak & Pekrul, 2020). No obstante, todavia no existe suficiente informacion
acerca de la dindmica de estos circuitos para poder comprender lo que sucede en los TEA. Por
lo tanto, resulta relevante estudiar los fenotipos sensoriales en distintos paradigmas
conductuales, tanto aquellos que requieren entrenamiento como aquellos que no, y estudiar

la transiciéon del fenotipo de uno a otro.

En los ultimos afios se han comenzado a explorar las bases neurobiolégicas que subyacen a
los déficits somatosensoriales, sin embargo, también existen muchos resultados
contradictorios. El modelo Shank3B7- no es la excepcién a esto, presentando reportes de
hipoactividad cortical (Balasco et al., 2021) e hiperactividad excitatoria en neuronas corticales
de S1 (Q. Chen et al., 2020). No obstante, aun no existen estudios que aborden la actividad
taldmica en el procesamiento somatosensorial en los modelos de TEA, a pesar de saber que
en pacientes con TEA existen reportes de conexiones talamocorticales atipicas (Green et al.,

2015; Nair et al., 2013, 2021).

En este trabajo, se realizaron registros de fijacién de voltaje/corriente en su modalidad de
célula completa en el complejo VB talamico para poder caracterizar la actividad taldamica que
subyace a los déficits somatosensoriales tactiles del modelo Shank3B”-. Al observar los
potenciales de accidon se observaron diferencias en sus propiedades al igual que en las
propiedades intrinsecas pasivas de las neuronas del complejo VB (Fig.12). En el grupo
Shank3B” presentd una disminucién en la amplitud del potencial de accién, una disminucién
en el post-potencial hiperpolarizante, al igual que un aumento en la reobase. Estos resultados
sugieren una hipoexcitabilidad en las neuronas del complejo VB taldmico, lo cual se confirmo
al evaluar las propiedades de disparo tdonico donde se observé un desplazamiento a la
derecha de la curva IF y por consecuencia un aumento en el intervalo interevento (Fig.13);
mismo que se observé en el disparo en rafaga donde persiste la reduccién en el nimero de

potenciales de accion (Fig.14).
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La deficiencia de la proteina Shank3 se ha relacionado con diversas canalopatias, entre ellas
las de los canales controlados por nucleétidos ciclicos activados por hiperpolarizacién (HCN)
(Yietal., 2016), expresados en altos niveles en el complejo VB taldmico (Notomi & Shigemoto,
2004). Estos canales son selectivos a K* y Na*, generando una corriente entrante (ln) que
genera una despolarizacidn ténica contribuyendo a la integracion de la transmisidn sinaptica,
el mantenimiento del RMP, AHP y el inicio/propagacién de los potenciales de accidn (Biel et
al., 2009). Una reduccién en la corriente Iy podria explicar las alteraciones en las propiedades

intrinsecas y el perfil de hipoexcitabilidad que presenté el grupo Shank3B”-en este trabajo.

En el modelo Shank3B” se ha reportado una reduccién de la corriente |y dada por una
reduccion en la expresidon de los canales HCN2 (Zhu et al., 2018). Esta reduccion regula a la
baja las dindmicas de disparo de las neuronas, generando una disminucién en la frecuencia
de disparo, la amplitud del potencial de accidn y un aumento en el umbral de disparo en las
neuronas del complejo VB (Zhu et al., 2018). En otro estudio, al aplicar un bloqueador de los
canales HCN se genera una reduccion en el AHP en neuronas prefrontales (Yang et al., 2018).
En las neuronas del complejo VB del modelo Shank3B” fue posible observar muchas de las
caracteristicas que ocurren a consecuencia de la reduccion en la corriente I, por lo que esta
puede ser la responsable de la hipoactividad de las neuronas del complejo VB talamico que
observamos en los ratones Shank3B~". No obstante, la reduccién de la corriente I, también se
caracteriza por generar un aumento en la resistencia de membrana y un RMP mas

hiperpolarizado, propiedades que no se observan en este trabajo.

Por otro lado, la deficiencia de Shank3, presente en neuronas inducidas de pacientes con SPM,
genera alteraciones mayores en la transmisidon sindptica excitatoria, reportando una
disminucidn en la frecuencia y amplitud de los eventos sindpticos excitatorios espontaneos
(Shcheglovitov et al., 2013). En este trabajo, se observan los mismos resultados en el complejo
VB taldmico, presentando una reduccion en la amplitud y el nimero de eventos, y por ende,
un aumento en el intervalo interevento (Fig.15), por lo que se puede confirmar la presencia

de alteraciones en la transmisién sindptica en nuestro modelo Shank3B™".

En conjunto, estos resultados indican la presencia de una hipoexcitiabilidad en el complejo
VB taldmico, resultados que concuerdan con lo reportado en la corteza S1 por el grupo de

Balasco y colaboradores (2021), al igual que una reduccién en las entradas sindpticas. Por lo
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gue la hipoexcitabildiad en el complejo VB talamico puede subyacer la hiposensibilidad tactil

observada en el modelo Shank3B™.

Este trabajo ofrece un nuevo punto de vista sobre de la relevancia de los circuitos
talamocorticales en los déficits sensoriales presentes en los TEA, lo que sienta las bases para
el estudio de su relacidén con los sintomas centrales y ofrecen una nueva perspectiva de la
fisiologia del trastorno. Los déficits sensoriales en etapas tempranas tienen un gran impacto
en el correcto desarrollo de habilidades cognitivas superiores, entre ellas las habilidades
sociales, por lo que resulta de gran importancia profundizar en los mecanismos que subyacen

estos déficits para desarrollar nuevas estrategias de intervencion temprana.
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9. Conclusiones

Con base a los resultados de este proyecto se concluyé que:

>

El modelo murino Shank3B7- presenté conductas asociadas a los TEA como
acicalamiento excesivo, baja exploracion y déficits sociales desde etapas tempranas
del desarrollo postnatal y estas aumentan en severidad hasta alcanzar la madurez.

El modelo murino Shank3B”- presenté déficits somatosensoriales tactiles, desde
etapas tempranas, exhibiendo un fenotipo de hiposensibilidad ante tareas de
estimulacion “naturalistas”.

Las neuronas del complejo VB presentaron una disminucién en la frecuencia de
disparo generalizada, una disminucién en la amplitud del potencial de accion y el post-
potencial hiperpolarizante (AHP), asi como un aumento en la reobase, alteraciones
que indican un perfil de hipoexcitabilidad en el modelo Shank3B”.

La hipoexcitabilidad y alteraciones en la dindmica de disparo de las neuronas del
complejo VB taldmico pudieran ser parte de los mecanismos que subyacen la
hiposensibilidad tactil observada en el modelo Shank3B".

Es posible que la dinamica del circuito de procesamiento somatosensorial pueda ser

modificada por mecanismos de plasticidad y/o modulacién top-down.
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