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“A person who thinks all the time has nothing
to think about except thoughts. So he loses
touch with reality and lives in a world of
illusion.”

-Alan Watts

Para Liz, de Murtaugh



Seccion 1: Antecedentes

1.1: Trastornos del Espectro Autista

Definiciéon

El trastorno del espectro autista (TEA) se refiere a una serie de alteraciones

del neurodesarrollo donde los pacientes presentan déficits en la comunicacion e

interaccion social, alteraciones en la percepcion sensorial, conductas repetitivas o

intereses restringidos (Lord et al., 2020). En el TEA, hasta el 70% de pacientes son

diagnosticados con alguna comorbilidad psiquiatrica como ansiedad o depresion; o

neuroldgica, como epilepsia (Mannion & Leader, 2013). Los criterios para catalogar

un trastorno como TEA -segun el Manual diagndstico y estadistico de los trastornos

mentales en su 5° edicion (DSM-V) (American Psychiatric Organization, 2013)- son:

A)

B)

Plano social:

Interaccion social anormal, fallos en la reciprocidad social-emocional,
reduccion emocional o afectiva, fallos para iniciar o responder a interacciones
sociales.

Fallos en las conductas comunicativas usadas para interaccion social, que
pueden presentarse como una mala integracion en la comunicacién verbal-
no verbal; mal uso de lenguaje hablado, gestos o lenguaje corporal, ademas
de dificultad para entender los mismos; falta de expresion facial y contacto
visual. Falta de comunicacion no verbal.

Fallos al desarrollar, mantener y entender relaciones humanas, ausencia de
interés en otras personas o sus intereses.

Plano conductual:

Patrones de conducta repetitiva y restriccibn en intereses y actividades.
Estereotipias, uso de movimientos caracteristicos o0 frases repetidas
(constructos idiosincréticos o ecolalia).

Flexibilidad conductual pobre, rutinas altamente estructuradas y necesidad
compulsiva de seguirlas, patrones ritualizados de comportamiento verbal o
no verbal. El incumplimiento de estas rutinas o cambios externos producen

ansiedad en quienes lo padecen.



Intereses exacerbados en situaciones, cosas u objetos especificos, con una
intensidad anormal y una restriccion perseverativa.

Hiper o hiporreactividad a estimulos sensoriales, respuestas anormales a
texturas, temperatura, sonidos, olores, movimiento o luces. Intereses
inusuales en aspectos del ambiente o aversion a ellos.

C) Neurodesarrollo:

La sintomatologia debe comenzar a aparecer en periodos tempranos del
desarrollo, pero puede no manifestarse en su maxima intensidad hasta que
se llegue a la edad donde las demandas sociales excedan la capacidad de
enmascaramiento desarrolladas durante el aprendizaje en los periodos
anteriores de la vida (usualmente previo a la pubertad).

D) Afectacion significativa:

La sintomatologia debe generar un impedimento clinicamente significativo en
el @mbito social, laboral u otras areas donde se desenvuelva el sujeto.
E) La sintomatologia y el desarrollo del trastorno no se explican mejor por
alguna otra patologia.
El DSM-V clasifica el diagnostico segun el grado de severidad del TEA en 3
categorias: Grado 1 ‘Requiere apoyo’, Grado 2 ‘Requiere apoyo sustancial’ y Grado

3 ‘Requiere mucho apoyo’.

Prevalencia e incidencia
En la poblacion mexicana, Fombonne y colaboradores (2016; 2022)

describen que la prevalencia del TEA ronda entre el 0.87% y 1%. Diversos estudios
muestran de forma consistente que es mayor la proporcién de hombres que mujeres
diagnosticados con este trastorno; los estimados rondan desde los 0.8:1 hasta 6:1,
con un promedio de 4:1 hombres a mujeres (Elsabbagh, 2020; Fombonne et al.,
2022; Lord et al., 2020). A lo largo del tiempo se ha observado un incremento en la
poblacion que es diagnosticada con TEA, se desconoce si el efecto es debido a un
incremento real en la apariciéon de la enfermedad o porque ahora se cuenta con
mejores herramientas de diagnostico (Fombonne, 2009; Fombonne et al., 2022;

Volkmar et al., 2014). Otros autores discuten que este efecto es debido a las



metodologias de los estudios, donde se toman en cuenta los registros
administrativos en vez de analizar a las poblaciones; sin cambios de incidencia
relevantes a través del tiempo en nifios o adultos (Brugha et al., 2014; James et al.,
2018; Marcheselli et al., 2018).

Fisiopatologia
La sintomatologia del TEA aparece en los primeros afios de vida, pero se

sabe que muchos de los mecanismos que subyacen al trastorno tienen que ver con
la maduracion de los circuitos neuronales. Ejemplos de esto son: desbalance entre
la excitacion-inhibicion (Yizhar et al., 2011) el cual se deriva de una maduracion
neuronal alterada al romperse la homeostasis intrinseca de las redes neuronales
debido a fallos en las conexiones o refinamiento de las sinapsis ya sea por factores
externos o internos (como genes alterados) (Turrigiano & Nelson, 2004);
maduracion y formacion de dendritas y procesos sinapticos (Famitafreshi &
Karimian, 2018), que ultimadamente afectan la consolidacion de las redes vy el
establecimiento de conectividad funcional; fallos en autofagia y poda sinptica que
impiden al sistema procesar correctamente la informacion y que probablemente
alteren el proceso de lateralizacion cerebral ya que, al no refinarse las redes, los
patrones de conectividad local y a larga distancia impiden el funcionamiento normal
de las diferentes regiones cerebrales diferenciadas espacialmente (Courchesne et
al., 2007; Eyler et al., 2012; Yenkoyan et al., 2017) ; también se ha hipotetizado que
puede deberse a la ausencia de las llamadas ‘neuronas espejo’ (teoria del espejo
roto) (Ramachandran & Oberman, 2006) aunque esta premisa se ha cuestionado

de forma empirica y experimental (Fan et al., 2010).

Etiologia
En general, dentro de la etiologia e historia natural del TEA podemos

encontrar que el desarrollo comprende factores heredables (genéticos) y no
heredables (ambientales y epigenéticos). Estudios en gemelos revelan que el TEA
tiene una alta contribucion genética; se estima que entre el 39 y 95% de las
personas diagnosticadas tienen al menos otro hermano con este trastorno. Entre

los factores ambientales con mayor evidencia que se correlacionan con el
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diagnéstico de TEA son: Hipoxia neonatal, diabetes Mellitus gestacional, uso de
valproato sédico (anticonvulsivo) durante el embarazo, intervalo entre embarazos
menor a 12 meses, edad materna mayor a 40 afos, edad paterna mayor a 50 afos,
nacimiento prematuro, alteraciones o deficiencias metabdlicas pre y perinatales,
obesidad materna (Famitafreshi & Karimian, 2018; Lord et al., 2018, 2020). Los
genes de regulacidn epigenética que controlan procesos de transcripcion,
modificacion de cromatina y reparacién del ADN se encuentran alterados (Tseng et
al., 2022). El eje intestino-cerebro, mediado por los productos metabdlicos de la
microbiota, puede encontrarse alterado (de Magistris et al., 2014; Yenkoyan et al.,
2017). Ademas de una deficiencia nutrimental que puede ser provocada por la
ingesta restringida de alimentos, o por cambios en necesidades metabdlicas
provocados por alteraciones genéticas asociadas con TEA, como mutaciones en el
gen MTHFR, que incrementa la demanda de folato en estos individuos (Compart,
2013).

Genética
La literatura muestra que los trastornos del neurodesarrollo, entre ellos el

TEA, son altamente hereditarios, estimando que del 40% al 90% de individuos con
un padre/madre diagnosticada también desarrollard TEA (Devlin et al., 2013; Lord
et al., 2020). La mayoria de los pacientes con TEA no tienen una sola mutacién en
Su genoma, sino una serie de alteraciones que dan como resultado una alta
heterogeneidad genética. Los datos de tamizaje y analisis genético detectaron
mutaciones de novo y variaciones en el nimero de copias en pacientes con TEA en
6 loci y de 65 hasta 102 genes de riesgo. Una gran cantidad de estos genes codifica
proteinas encontradas en las neuronas, como: ARID1B, GRIN2B, SCNZ2A,
SYNGAP1, DSCAM, SHANK2, SHANK3, FOXP1, NRXNL1 entre otros (Lord et al.,
2020; Sanders et al., 2012; 2015; Tatavarty et al., 2020). Los estudios de estos
genes de riesgo reportaron que la temporalidad de activacion de cada uno no es
compartida y se expresan en diferentes tiempos de la vida del individuo (Sestan &
State, 2018). Un factor interesante es que los genes afectados sobrelapan entre las

diversas enfermedades del neurodesarrollo, ademas del trastorno bipolar e incluso



esquizofrenia; esta evidencia soporta la hipotesis del continuo genético, donde
diferentes combinaciones de genes afectados desencadenan diferentes patologias
con sintomas compartidos (Morris-Rosendahl & Crocq, 2020; Sanders et al., 2015).
Esto genera la hip6tesis de que varios de esos genes pueden estar compartiendo
rutas metabdlicas o cascadas de sefializacién, lo cual hace que desemboquen en
un punto en comun. Este razonamiento pudiera servir para identificar mecanismos
patolégicos comunes, aun cuando existe una alta heterogeneidad genética (Devlin
et al, 2013; Satterstrom et al, 2020). Otro dato importante es la
sobrerrepresentacion del sexo masculino en la incidencia, lo cual da la nocién de
que existe un efecto ‘protector’ sobre el sexo femenino al poseer 2 copias del
cromosoma X, asi que la carga genética alterada en el cromosoma X que debe tener
una mujer para presentar una sintomatologia clinicamente relevante es mayory por
ende las mujeres diagnosticadas suelen tener un cuadro mas severo (Elsabbagh,
2020). EIl rol hormonal en el TEA no ha sido esclarecido en su totalidad, pero
diversos estudios que investigan el rol diferencial de las hormonas sexuales en la
plasticidad demuestran que segun el sexo del animal tendran diferente efecto los
estrogenos o los andrégenos, pero en general las hormonas mas relevantes para
cada uno tienen un efecto estabilizador en la sinapsis. Estudios en humanos
demuestran que las diferencias de actividad cerebral relacionadas al sexo en TEA
son diferentes segun la tarea que se esta ejecutando y no necesariamente muestra
una diferencia clara entre sexos o entre pacientes TEA y pacientes neurotipicos.
Otros estudios correlacionan la presencia de testosterona fetal como un potenciador
de riesgo para el desarrollo del TEA. Finalmente se ha propuesto que el efecto de
una mayor proporcion en hombres se debe a la manifestacion propia del trastorno
y pudiera ser diferente en mujeres, por lo que es sub diagnosticada (Beacher et al.,
2012; Brandt & Rune, 2020; Ferri et al., 2018).

Variantes sindromicas y no sindrémicas
Ahondando en las variantes del TEA, cuando el perfil genético del paciente

diagnosticado posee mutaciones en varios genes de riesgo se le denomina ‘TEA no

sindrémico’. Los pacientes con TEA pueden ser definidos por mutaciones puntuales
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y alteraciones monogénicas (10-20%), a estas variantes se les denomina ‘TEA
sindrémico’ (Devlin & Scherer, 2012; Morris-Rosendahl & Crocq, 2020). En el TEA
no sindrémico participan una serie de genes asociados a diferentes funciones
celulares, la mayoria de estos estan asociados a redes proteicas o cadenas de
interaccion que codifican para reguladores de cromatina o proteinas sinapticas
(Sanders et al., 2015), ademas de diferentes canales ionotropicos (sodio y calcio),
ligasas de ubiquitina, proteinas de adhesion celular, cinasas, fosfatasas,
metiltransferasas y demetilasas; asi como factores de transcripcion (Figura 1). Una
caracteristica importante es que las variantes no sindromicas son idiopéticas y no
estan asociadas a un cambio morfoldgico caracteristico (Lord et al., 2020; Shen et
al., 2021).

En contraste, el TEA sindrémico se puede puntualizar a un solo gen afectado
(también llamados deso6rdenes Mendelianos). Los pacientes que lo presentan tienen
facies y morfologia caracteristica, ademas de identificarse un mayor grado de
discapacidad cognitiva. Entre los sindromes se encuentran el Sindrome de la X fragil
(gen FMRL1), el sindrome de Rett (gen MECP2), el sindrome de Angelman/Prader-
Willi (gen UBE3A), sindrome de Cohen (gen VPS13B), Esclerosis Tuberosa (gen
TSC1/2) y sindrome Phelan-McDermid (gen SHANKS3). Mas del 30% de pacientes
con estos sindromes (75% para Phelan-McDermid) también son diagnosticados con
TEA, lo cual da indicios acerca de los mecanismos que subyacen al trastorno, ya
gue presentan los mismos sintomas (Figura 1 Panel inferior) (Elsabbagh, 2020;
Grier et al., 2015; Lord et al., 2020; Morris-Rosendahl & Crocq, 2020; Sanders et al.,
2015; Sestan & State, 2018; Susco et al., 2020).
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Figura 1: Proteinas y cascadas proteicas afectadas en el TEA.

Existe una alta diversidad de proteinas que se han encontrado involucradas en el TEA 'y
sus subsecuentes cascadas de sefalizacion, indicadas dentro de los 6valos en letras
mayusculas. Estas proteinas poseen una alta heterogeneidad de funciones, indicado en el
color del 6valo y en el panel inferior derecho. Las proteinas involucradas se encuentran
tanto en la presinapsis, como ANK2 y KATNALZ2; como en la postsinapsis (panel
superior), donde se encuentra la familia SHANK, FMRP o PTEN. También participan

procesos nucleares, expresion y regulacion del ADN, tales como MECP2, FOXP1 o
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POGZ; y en la regulacion de la cromatina, como CHD8, TRIP12 o KDM5B (panel inferior)
Modificado de Lord et al., 2020.

Modelos de estudio
Para poder entender la contribucién de cada uno de estos genes al proceso

fisiopatolégico del TEA se han generado diferentes modelos animales. Los roedores
(Mus musculus, Rattus norvegicus domestica) se han convertido en el modelo
principal por la facilidad y gran cantidad de literatura que existe al respecto de la
mutagénesis en estos animales (Crawley, 2022). También hay modelos inducidos
farmacolégicamente que no poseen modificaciones genéticas, como lo es la
exposicion a acido valproico (VPA) (Markram et al., 2008). La caracteristica mas
relevante de los modelos de TEA es la capacidad de reproducir su sintomatologia
central, ya que esto proporciona las bases para poder investigar acerca de
mecanismos neurobiolégicos conservados entre especies y asi dilucidar los
mecanismos que lo subyace. En el TEA existe un grado de disfuncion sinéptica, ya
gue un conjunto de los genes involucrados codifican para proteinas de la sinapsis,
lo cual puede dar como resultado un desbalance excitacion-inhibicion (Berkel et al.,
2010; E. Lee et al., 2017; Peca et al., 2011; Tabuchi et al., 2007). El desbalance
excitacion-inhibicién es un fenomeno que se produce por respuestas excitatorias
exacerbadas o por redes inhibitorias hipoactivas, lo cual da como resultado un
procesamiento anormal de la informacion. En sistemas neuronales de redes
autoorganizadas se traduce en ruido que pudiera generar estados hiperexcitables
(Chen et al., 2020; Rubenstein & Merzenich, 2003). Dentro de los modelos con
mayor relevancia traslacional se encuentran el modelo de Sindrome X Fragil
(delecion del gen FMR1); modelo de Esclerosis tuberosa (delecion del gen TSC1/2);
y finalmente los modelos que involucran glicoproteinas de adhesién celular, donde
se encuentran el modelo Cntnap2 (delecién del gen CNTNAP2) y el modelo Phelan-
McDermid (delecion del gen SHANKS3) (Crawley, 2022).

Sindrome Phelan-McDermid y Shank3
El sindrome Phelan-McDermid fue descrito por primera vez en 1988 por las

Dras. Kathy Phelan y Heather McDermid, quienes encontraron una delecion en el
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brazo largo del cromosoma 22 (22g13) en un paciente (Phelan et al., 2001). Los
pacientes que presentan sindrome Phelan-McDermid se caracterizan por tener bajo
tono muscular, retraso severo en la aparicion del habla, retraso generalizado del
desarrollo y caracteristicas faciales dismoérficas. Ademas, presentan discapacidad
intelectual de moderada a profunda y patrones de comportamiento autista. La
delecién del gen SHANK3 en la pérdida del segmento 2213 es la causa principal
de la enfermedad, aunque la gravedad esta correlacionada con el grado de pérdida
del extremo del brazo de este cromosoma (Betancur & Buxbaum, 2013; Phelan et
al., 2005; Uchino & Waga, 2013). Las proteinas de la familia Shank, especificamente
Shank3 esta altamente expresada en la sinapsis de neuronas de la corteza, talamo,
estriado, hipocampo y células granulares del cerebelo (Monteiro & Feng, 2017).
Shank3 es una proteina de andamiaje (post) sinaptico, interactia con receptores
ionotropicos AMPA y NMDA; ademéas de metabotropicos como mGIuR, todos
dependientes de glutamato Figura 2 (Uchino & Waga, 2013). Diferentes estudios
reportaron que el gen SHANKS se encuentra mutado, ademas, en pacientes con
diagnéstico de TEA sin sindrome Phelan-McDermid. Por lo tanto, la causa mas
comun de TEA monogénico se debe a la haploinsuficiencia de este gen por su alta
tasa de mutacion y delecion (Hamdan et al., 2011). Todos estos hallazgos sefialan
gue las mutaciones en Shank3 desembocan en mecanismos fisiopatologicos que
provocan la sintomatologia del TEA (Betancur & Buxbaum, 2013; Monteiro & Feng,
2017; Uchino & Waga, 2013).
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10 um

Figura 2: Expresion de Shank3 en las sinapsis glutamatérgicas y su interaccién con

receptores.

A) Micrografia optica de inmunofluorescencia de cultivo primario de neuronas
neocorticales de ratén, 12 dias de edad, transfectada con proteina verde fluorescente
potenciada (EGFP) (color verde) y tefiida con anticuerpo anti-Shank3 (color rojo). B) Note
gue Shank3 se encuentra en la sinapsis. Esquema del complejo Shank3-receptores
glutamatérgicos. El receptor ionotrépico N-metil-D-Aspartato (NMDA-R) interactia con la
proteina PSD-95 y GKAP, formando un complejo multiproteico con Shank3. El receptor
metabotrdpico a glutamato (MGIuR) esta adosado a Shank3 a través de la proteina
adaptadora Homer. El receptor ionotrépico de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA-R) se acopla directamente a Shank3. Modificado de Uchino &
Waga, 2013

El modelo murino Shank3 KO
Debido al impacto de la mutacibn de SHANK3 en el ser humano y la

sintomatologia caracteristica de TEA que provoca en los pacientes Phelan-
McDermid, el equipo de Peca y colaboradores (2011) desarrollaron un modelo de
ratones Knockout (KO) para el gen SHANKS isoforma B [Shank3B"] que recapitula
tres de los signos cardinales del TEA: interaccion social anormal, patrones de
conducta repetitivos y alteraciones somatosensoriales. En su modelo encuentran

gue los ratones tienen un patron de acicalamiento repetitivo, déficits en la
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interaccion social, alteracion de la composicibn molecular en la densidad
postsinaptica estriatal, cambios en la morfologia neuronal, hipertrofia estriatal y
funcion alterada en este mismo nucleo; sembrando las bases de estudio de los
mecanismos neuronales asociados al TEA en un modelo monogénico (Peca et al.,
2011).

Este modelo puede utilizarse para explorar las bases neurobiolégicas del
TEA, asi como buscar las alteraciones en las redes que dan origen a la

sintomatologia y fenotipos propios del trastorno.

1.2: Procesamiento Somatosensorial

Las alteraciones somatosensoriales en pacientes con TEA fueron descritas
desde la década de 1940 (Kanner, 1943), y fueron incluidos como criterio
diagnostico en el DSM en su quinta edicion (DSM-V) (American Psychiatric
Organization, 2013). Las alteraciones se catalogan en los subtipos hiper e
hiposensible, donde cada uno de los subtipos esta asociado a un fenotipo de
desarrollo neurolégico (Simpson et al., 2019). El desarrollo cortical, como parte del
sistema somatosensorial, depende de la entrada activa de estimulos -si llega
informacion imprecisa o alterada a la corteza de forma subsecuente ésta se va a
desarrollar de forma anormal (Balasco et al., 2020). Hay grupos de investigacion
gue sugieren que las reacciones de hipersensibilidad pueden estar alterando la
atencion hacia estimulos relevantes (por ejemplo, en un contexto social) al estar
dirigiéndola a otro que no es util para el contexto (por ejemplo, la sensacién del roce
de la ropa contra la piel), ademas de estar asociado a niveles elevados de ansiedad,
estrés y depresion. En el caso contrario, cuando existe un perfil hiposensible los
estimulos externos pueden no ser lo suficientemente llamativos para la persona, lo
cual podria llevarla a buscar otros (por ejemplo, la repeticion de patrones motores)
y se asocia con comportamiento social disminuido y habilidades de comunicacién
empobrecidas (Balasco et al., 2020). La disrupcion en el procesamiento cortical
primario altera el funcionamiento de todas las redes asociadas y de los sistemas

gue las gobiernan, asi como la temporalidad del desarrollo cerebral (Chomiak et al.,
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2010; Elsabbagh, 2020; Moriuchi et al., 2017; Shen et al., 2021). Hay evidencia que
sugiere que los circuitos involucrados en las alteraciones somatosensoriales en el
TEA son los talamo/estriato-corticales, prefrontales y regiones paralimbicas. Estos
circuitos también controlan funciones ejecutivas y otros dominios cognitivos
(Alexander et al., 1986; Briggs & Usrey, 2008; Verdejo-garcia & Bechara, 2010). El
talamo es uno de los puntos de preprocesamiento y direccionamiento de sefales
sensoriales hacia cada una de sus cortezas primarias asociadas para casi todas las
modalidades sensoriales (excepto la olfativa); existe evidencia que el talamo tiene
cambios morfoldgicos y funcionales en pacientes con TEA, como la conectividad
funcional talamica (Fu et al., 2019), morfologia talamo-estriatal (Schuetze et al.,
2016) e hiperconectividad distribuida a lo largo del cerebro (Woodward et al., 2017).
El circuito corticotalamico participa de forma extensiva en la regulacion del
procesamiento sensorial (Briggs & Usrey, 2008; Crandall et al., 2015). Toda esta
evidencia apunta a que la disfuncion de este nucleo y sus proyecciones hacia la
corteza pudieran estar explicando cdmo se altera el procesamiento de la

informacioén en el TEA.

El circuito somatosensorial
En los seres humanos, el circuito sensorial que se encarga de transmitir las

sefiales de presion, tacto ligero, tacto discriminatorio y vibracion se origina en las
terminaciones nerviosas y receptores (corpusculos de Meissner y Pacini) que se
encuentran distribuidas por la superficie corporal, los nervios que conducen esta
sefal ascienden por la columna dorsal y hacen sinapsis con los nucleos Grécilis y
Cuneatos (neurona de primer orden); la segunda sinapsis se da a nivel talamico,
con el nucleo Ventral Posterolateral (neurona de segundo orden); para finalmente
llegar a la corteza somatosensorial primaria (neurona de tercer orden) (Snell, 2010).

En el circuito somatosensorial de roedores la informacion llega a la corteza a
través de vias paralelas: la via lemniscal, la via extralemniscal y la via paralemniscal
(Bureau et al., 2006; Ma, 1991; C. Mo et al., 2017; Veinante et al., 2000):

- En la via lemniscal la informacion viaja de las vibrisas y la cara; al ser tan

relevante esta informacién para la percepcion del animal se mantiene una
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representacion topografica 1:1 de cada bigote a lo largo de toda la via,
comenzando en el nervio trigémino, donde las estructuras que se forman
asociadas a cada bigote se denominan barriletes; de ahi la siguiente sinapsis
es en el talamo, especificamente en nucleo Ventral Postero-Medial (VPM),
donde las subestructuras se nombran barriloides. Este nucleo del tdlamo
proyecta aferentes hacia la corteza somatosensorial primaria (S1), capa 1V,
en la denominada ‘corteza de barriles’. La via lemniscal es la principal
acarreadora de la informacion relevante para ser procesada en la corteza
primaria y distribuida a cortezas asociativas.

- En la via paralemniscal se hace sinapsis con el ndcleo interpolar del nervio
trigémino (segmento rostral), de ahi las aferencias proyectan al nucleo
Postero-Medial (POm) y a su vez hacia S1 capa V, hacia la corteza
somatosensorial secundaria (S2) y hacia cortezas motoras. La via
paralemniscal posee dos funciones principales: acarrear y distribuir
informacion para su procesamiento en la corteza primaria y también es
responsable de modular este mismo procesamiento en su corteza.

- Finalmente, en la via extralemniscal la informacion que viaja por el nervio
trigémino llega al nucleo interpolar (segmento caudal), donde proyecta hacia
VPM, de ahi las proyecciones hacia corteza S1 llegan a la zona inter-barriles
(septos) y hacia S2.

Estos circuitos poseen cierto grado de homologia dada su conservacion evolutiva,
por lo que la informacién generada en el estudio de modelos sirve para extrapolar

mecanismos compartidos (Kaas, 1989).

El circuito coértico-talamico / tdlamo-cortical
El talamo es una estructura situada por debajo de la corteza, por delante del

cerebelo y arriba del mesencéfalo, en el centro del cerebro. Hay un talamo por cada
hemisferio cerebral, estos dos talamos se unen a través de la adhesion
intertalamica. Posee una alta cantidad de conexiones reciprocas entre la corteza y
otras areas cerebrales, por lo que sus conexiones son dispersas a lo largo de todo

el cerebro. Es una estructura excitatoria, por lo que sus sinapsis son del tipo

18



glutamatérgico. En su interior existen divisiones cito-funcionales (nucleos)
asociadas a diferentes modalidades sensoriales (tactil, visual, auditiva). Sus nucleos
se denominan de orden primario (PO) si la informacién proviene del exterior y viaja
hacia la corteza primaria; si la informacién proviene de la corteza primaria y viaja
hacia cortezas asociativas se denominan nucleos de orden superior (SO) (Sherman,
2006). Ademas de los nucleos internos existe otro denominado Nucleo Reticular
Taldmico (NRT) que se encuentra localizado exterior al talamo, cubriéndolo en su
cara lateral-dorsal en extension antero-posterior. Su localizacion intermedia entre el
talamo y la corteza es clave para el procesamiento de la informacion, ya que los
axones provenientes del tdlamo hacia la corteza (tdlamo-corticales [TC]) y los que
provienen de la corteza hacia el tAlamo (cortico-talamicos [CT]) hacen sinapsis con
el NRT. EI NRT es el tnico nucleo inhibitorio del tAlamo y proyecta hacia todos los
nucleos interiores de éste (Figura 3) (Dong et al., 2019; C. C. Lee & Sherman, 2008;
X. C. Mo & Sherman, 2019; Pinault, 2004; Sherman, 2006; Staiger & Petersen,
2021; Vertes et al., 2015).

Los nucleos PO se consideran los iniciadores ‘driver’ de la actividad en
cortezas primarias, mientras que los SO poseen funciones modulatorias hacia el
procesamiento de la informacion en corteza primaria, pero actuan como ‘driver’ de
cortezas secundarias (Whilden et al., 2021; Zhang & Bruno, 2019).
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Figura 3: Esquema de los circuitos talamocorticales-corticotalamicos (TC-CT)
En general, la informacion proveniente del exterior, captada por las vibrisas, viaja por el
nervio trigémino y llega al nicleo VPM (PO), de ahi la informacion se proyecta hacia la
corteza S1, capa IV (barriles) pasando por el NRT, donde hace sinapsis. Desde la corteza
S1, capa V y VI, la informacién proyecta hacia el nicleo POm (SO) pasando de nuevo por
NRT. Desde POm la informacién es transferida hacia cortezas de asociacién como S2 y
corteza motora secundaria (M2). ElI NRT recibe entradas sinapticas desde todos los
axones que lo atraviesan (CT y TC) y proyecta hacia tAlamo, ejerciendo su efecto
inhibitorio tanto en nucleos PO como nucleos SO. La capsula interna es el tracto principal
por donde pasan los axones tanto TC como CT (Adibi, 2019). Simbologia: S1:
Somatosensorial primaria, CxBr: Corteza de Barriles; STR: Estriado; Cl: Capsula Interna;
NRT: Nucleo Reticular del Talamo; VPM: Nucleo Ventral Postero-Medial; POm: Nucleo
Postero-medial; Hip: Hipocampo. Rojo: Aferencia trigeminal via lemniscal. Azul: Neurona
Télamo-Cortical (TC). Verde: Neurona Cértico-Taldmica (CT). Morado: Neurona Reticular

Talamica. Amarillo: Neurona Capa VI.
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La Corteza somatosensorial primaria (S1)
El microcircuito cortical columnar referente a un barril en la corteza S1 posee

varios componentes involucrados en el procesamiento de la informacion, asociados
a cada una de sus capas. La capa Il/lll tiene una baja tasa de disparo basal y poca
actividad correlacionada con la actividad de su barril subyacente; recibe aferencias
desde corteza motora primaria (M1), asi como POm y corteza somatosensorial
secundaria (S2), la actividad de esta capa es responsable de la modulacién
sensitiva e integracion reciproca cuando se ejecuta una actividad motora (Zhang &
Bruno, 2019). La capa IV de la corteza S1, en los denominados barriles, recibe
aferencias primariamente de capa VI (~50%) y del nicleo VPM (~5%), esta capa se
considera el principal centro de procesamiento somatosensorial, donde cada barril
esta asociado a una sola vibrisa. Proyecta principalmente hacia capa V (C. C. Lee
& Sherman, 2008). La capa V recibe entradas de forma columnar a lo largo de todas
las capas, se les considera un centro integrador; proyecta hacia POm (Staiger &
Petersen, 2021). La capa VI recibe entradas tanto de VPM como POm, facilitan
conexiones cortico-corticales y estan asociadas a control espacio-temporal y

sincronizacion (Staiger & Petersen, 2021).

El circuito TC-CT involucrado en el procesamiento sensorial ha sido
ampliamente descrito en condiciones no patologicas. Con el modelo murino de
autismo monogénico Shank3 KO podemaos explorar las alteraciones en este circuito,
especificamente en la corteza de barriles (S1) y el nicleo SO POm, para asi poder
entender cuales son las bases neurobiolégicas en las alteraciones

somatosensoriales en los TEA.

Investigaciones previas mostraron que los circuitos TC-CT poseen
conectividad alterada en pacientes con TEA, ya sea en nifios (Nair et al., 2013,
2021), como en adultos (Ayub et al., 2021; Braden et al., 2017). A nivel molecular
también se han encontrado cambios en el tdlamo, por ejemplo, el sistema
GABAEérgico esta alterado, lo que soporta la hipotesis sobre el desbalance

excitacion-inhibicién (Fung et al., 2021). Toda esta evidencia apunta a que los
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sistemas Coértico-Talamicos / Talamo-Corticales tienen algun grado de disfuncién,
gue recae -en el caso del modelo Shank3 KO- en una sinapsis alterada al no poseer
las proteinas necesarias para el correcto funcionamiento de los receptores
excitatorios glutamatérgicos y esto a su vez provoca un desbalance en la proporcion

Excitacion-Inhibicion que alteran el procesamiento de la informacién en el cerebro.

Hipotesis
La amplitud sinptica poblacional evocada eléctricamente en el ndcleo talamico

posteromedial (POm) y en la corteza somatosensorial primaria (S1) serda menor en

el modelo de autismo Shank3b KO comparado con sujetos WT.

Objetivo general

Comparar los potenciales sinapticos de campo evocados por estimulacion eléctrica
de fibras cortico-talamicas en POm y estimulacion intracortical en S1 de ratones
Shank3b KO y WT de la misma camada.

Objetivos especificos

- Realizar registros de potenciales post-sinapticos poblacionales evocados por
estimulacién de fibras corticotalamicas en POm ex vivo en ratones Shank3b
KO y ratones WT de la misma camada.

- Registrar potenciales post-sinapticos evocados por estimulacién intracortical
en la corteza de barriles S1 ex vivo en ratones Shank3 KO y ratones WT de
la misma camada.

- Disecar farmacolégicamente los componentes inhibitorios y excitatorios de

las respuestas en los diferentes nucleos registrados.
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Seccion 2: Métodos

2.1: Ratones y genotipificacion
El protocolo de uso de animales fue evaluado por el Comité Interno para el

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular
(CICUAL-IFC) cdédigo de registro VLH151-19. Todos los experimentos fueron
realizados bajo las pautas y lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999.

Todos los animales se mantuvieron 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 en las instalaciones de Bioterio y Vivarium del Instituto
de Fisiologia Celular.

Los experimentos fueron realizados en el modelo murino (Mus musculus)
SHANK3B Knockout, cepa Shank3tm2Gfng (Peca et al., 2011) Los dos genotipos
de interés, KO Homocigoto y Wild-Type, se obtuvieron por medio de cruzas entre
heterocigotos; se realizé una genotipificacion de tejido por muesqueo de oreja y
PCR convencional (Joubert et al., 2020). Las secuencias de los oligonucle6tidos
utilizados fueron: 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).

En total se usaron 20 ratones (8 machos,12 hembras), de 8 camadas

diferentes, con un rango de edad de 20 a 25 dias postnatales (media: 22.33 dias,
desviacion estandar: 1.35); 10 para el grupo Shank3 KO, 10 para el grupo Control.
El rango de pesos fue de 5.49-11.8g (Media: 8.07g, desviacion estandar: 1.89)
(Tabla 1).

Para evitar sesgos durante los registros y analisis de datos se mantuvo un
protocolo doble ciego, donde los diferentes genotipos fueron asignados de forma
aleatoria a dos grupos: A o B. El autor desconocia cual grupo correspondia a qué

genotipo hasta que se completaron los experimentos y los andlisis de datos.
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2.2: Perfusion y Extraccion
Los ratones fueron pesados (Tabla 1) y anestesiados con una mezcla de

Ketamina/Xilacina (100 mg/kg, 16 mg/kg respectivamente) para extraer el cerebro
del raton y realizar registros electrofisiologicos ex vivo (CSH, 2006).

Una vez alcanzado y comprobado el plano anestésico profundo se perfundio
de forma trans-cardial con una solucion alta en sacarosa (Tabla 2.1) a ~2°C
saturada con una mezcla de carbogeno por 15 minutos antes de la perfusion (95%
0. + 5% CO.) (Mezcla Médica Carbdégeno 5%, INFRA). El volumen de perfusion fue
en promedio 7ml de solucién por animal, lo que es aproximadamente 7 volemias
para el raton. Después de decapitar y extraer el cerebro del craneo éste se coloco
en un papel filtro donde se retiraron los bulbos olfatorios y el cerebelo con un corte
coronal, y se separaron los hemisferios por la linea media (Figura 4A) La forma
Optima de extraccion de rebanadas que conserven los circuitos talamo corticales fue
descrita por Agmon y Connors (1991), donde el corte se realiza de forma coronal
oblicua a 45° en Vibratomo (Vibratome 1000 Plus, The Vibratome Company) (Figura
4A). El grosor de los cortes fue de 250um. El circuito se mantiene integro en
aproximadamente 2 rebanadas de cada hemisferio, los cuales se seleccionan de
forma cuidadosa buscando los marcadores anatomicos sefialados en la Figura 3.
Una vez recolectadas las rebanadas de interés se incuban en liquido
cefalorraquideo artificial (ACSF/Krebs) (Tabla 2.2) a 33°C por 10 minutos, después
se dejan incubando a temperatura ambiente durante 1 hora para el restablecimiento
y estabilizacion del tejido, saturados con carbégeno en todo momento (Suter et al.,
1999). La perfusion, extraccion y corte de cerebro de todos los experimentos se hizo
entre 11:30am y 12:00pm.

Grupo Rango de Edades Rango de Pesos
Shank3 KO 21-25 Dias Post Natales 5.5-10.7¢g
Wild Type 20-24 Dias Post Natales 5.4-11.8¢g

Tabla 1: Rango de edades y pesos para ambos grupos de ratones
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2.1: Solucion de Sacarosa 2.2: ACSF / Solucion Krebs
Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
NacCl 30 mM NaCl 136 mM
KCI 4.5 mM KCI 3.5mM
NaH.PO., 1.2 mM NaH.PO., 1.25mM
Glucosa 10 mM NaHCO:. 26mM
Sacarosa 194 mM Glucosa 11mM
NaHCO:. 26 mM MgCl, 1ImM
MgCl. 2mM CacCl, 2mM
CacCl, 0.2 mM Para ambas: Osmolaridad 300mOsm y pH 7.36

Tabla 2: Concentraciones de las soluciones de Sacarosa y Liquido Cerebro-Espinal
Artificial (ACSF)/Solucién Krebs

2.3: Registro y estimulacion

El método de registro utilizado fue Potencial Local de Campo (LFP, Local
Field Potential) usando una micropipeta de borosilicato con una resistencia de 2 a
3MQ (Sutter Instrument Company) y con un amplificador Cornerstone BVC-700A
(Dagan Corp., Minneapolis, ME). Las estructuras registradas fueron el nucleo
Postero-medial (POm) y la corteza somatosensorial primaria (S1), también llamada
corteza de barriles, segun lo descrito por Landisman y Connors (2007). Para generar
los potenciales evocados se estimul6 eléctricamente en una zona focalizada con un
electrodo bipolar concéntrico de Iridio-Platino, con un diametro de 12.5um (FHC
Neural Microtargeting worldwide, #CBBPC75) y con un estimulador aislado
Digitimer DS2A (Digitimer Ltd., UK) con voltajes desde 10V hasta 100V en
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incrementos de 10V. Las caracteristicas de la estimulacion fueron: Una secuencia
de pulso pareado de 1ms de duracién cada uno, que se presentaban 50ms después
de iniciar el ensayo, con una separacion de 99ms entre ellos completando una
frecuencia de 10Hz y con una duracion de ciclo entre trenes de 10 segundos (para
evitar depletar la sinapsis y permitir al tejido restablecerse). Para cada amplitud se
realizaron 20 ensayos (ciclos) del pulso pareado, colocando el electrodo en la
capsula interna (Cl) (Figura 4B, negro) cuando se registraba el nicleo POm
(Figura 4B, rojo) o en la capa Il/lll de la corteza S1 (Figura 4B, azul) mientras se
registraba la capa IV de la misma (Figura 4B, verde), generando curvas Amplitud-
respuesta (Zhou et al., 2016) comprendidas por 7 iteraciones de registro por cada
estructura, un total de 140 ensayos por amplitud. Durante los experimentos se
mantuvo una velocidad de perfusion constante de soluciéon ACSF de 1ml/min (Suter
et al., 1999).

2.4: Farmacologia

Después de haber completado una curva Amplitud-Respuesta con las 10
amplitudes en condicién basal se cambi6 la solucibn ACSF del bafio por una que
contenia ACSF + Metilyoduro de Bicuculina (Sigma Chemical Co.), antagonista
competitivo GABA,, a una concentraciéon de 10uM, la cual se dejé circular por 5
minutos antes de repetir el protocolo. Una vez finalizada la condicion Bicuculina (BC)
se cambié a otra solucion ACSF que contenia una mezcla de NBQX (Alomone
Labs), antagonista AMPA, a una concentracion 1uM; y DL-AP5 (Alomone Labs),
antagonista NMDA, a una concentracion 10uM; y de nuevo bicuculina a
concentracion 10uM para no perder el bloqueo GABAérgico. Igualmente se dejé
circular esta solucion por 5 minutos antes de repetir el protocolo y generar la curva
amplitud-respuesta condicién cocktail (K) (Figura Suplementaria 4, panel

izquierdo).
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2.5: Analisis de datos

Ya que no existe un software especializado para nuestras necesidades de
analisis, el analisis de datos se programo en varios scripts hechos en Python para
automatizar y mantener constancia entre todos los analisis, asi como en GraphPad
Prism 9 (GraphPad Software, Inc.; California). El flujo de andlisis se divide en 4
partes principales (todo detallado en su correspondiente seccién):

Preprocesamiento automatico; los archivos se preparan con la estructura correcta

para ser leidos en los siguientes scripts, se corrige offset de voltaje y se filtra la
sefal. Depuracion; se visualiza la informacion de cada uno de los archivos para
verificar que no haya artefactos en los diferentes ensayos de cada una de las
amplitudes, condiciones y estructuras; se remueven aquellos que no correspondan

a una senal util. Graficado general y medicibn de curva por estructura; se toman

todos los archivos correspondientes a una estructura de un dia de registro con las
3 condiciones y se miden los diferentes parametros de amplitud, pendiente y area

de forma semi automatica. Curvas generales; se toman todos los archivos de

resultados generados por el paso anterior de todas las iteraciones para todas las
estructuras y todas las condiciones y se hacen las graficas finales. Estadistica; se
mide la significancia de las diferencias observadas entre cada uno de los grupos en
las diferentes condiciones utilizando el estadistico U Mann-Whitney. Se determin6
gue debia usarse esta prueba no paramétrica, no pareada, ya que de los 28 sets de
datos experimentales solamente 1 cumplié con el criterio Shapiro-Wilk para
normalidad.

Todos los scripts se programaron con interfaces graficas y se generalizaron
para que puedan seguir siendo utilizados en experimentos de LFP similares en el

laboratorio (Figura 4C).

-Preprocesamiento

Los archivos que genera el programa Im-Patch, desarrollado en ambiente

Lab View (Pérez-Ortega, National Instruments, México; www.im-patch.com) de

registro son formato CSV con valores de voltaje muestreados a una frecuencia de
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5kHz, dichos valores no se encuentran centrados a cero y se registran con el offset
inducido por la tina de registro, por lo que era necesario tener un punto de referencia
comun para que todas las variables fueran medidas correctamente. Este offset se
obtuvo al promediar el valor de voltaje de los 50ms antes de la aparicion del primer
pulso, este valor promedio se consider6 como el offset inicial de la sefial y se le
resto al resto de la sefial, este proceso se repitio por cada uno de los ensayos para
todos los archivos, (Anexo 1). Después de corregir el offset se aplica un filtro
Savitzky-Golay, ya que este filtro tiene la caracteristica de conservar bien la forma
y amplitud de la sefial mientras que reduce el ruido, ademas de haber sido utilizado
en protocolos similares anteriormente (Schlabrendorff, 2004) (Anexo 2). Los
parametros del filtro se determinaron con la condicion de que debian conservar la
amplitud original de la sefal (para el factor de amplificacion) debia conservar la
forma general de la ecuacion (orden) y debia reducir el ruido de alta frecuencia
(ancho de ventana); segun las caracteristicas de la sefial y de cada una de las
estructuras, probando manualmente el filtro con rangos de valores entre 0.5y 2 para
el factor de amplificacion, 1y 3 para el orden de la ecuacion y 0.5-3ms para el ancho
de ventana se obtuvo que los parametros apropiados para POm fueron de 1.18 para
amplificacion, 1° orden, 1ms para ancho de ventana; mientras que para S1 fueron
1.1 para amplificacion, 1° orden y 1ms de ancho de ventana. Se remueven las
primeras 5 filas de cada uno de los archivos, ya que estas solamente contienen
datos técnicos que no son necesarios para el analisis, pero si se dejan interfieren
con los demas programas. Por ultimo, se guarda como un archivo nuevo y se

conservan los datos crudos en los originales. Anexo 7: Diagrama del script.

-Visualizacion y Depuracion

Después de haber corregido el offset y filtrado cada uno de los archivos, el
siguiente script tiene la funcion de visualizar todos los eventos contenidos dentro de
un mismo archivo, se exploran en la interfaz interactiva de MatPlotLib y esto permite
navegar con el raton toda la sefial, buscando artefactos (Anexo 3). En caso de ser

necesaria la depuracion se introduce manualmente el numero de evento a depurar,
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para lo cual es necesario haberlo identificado desde el momento de grabar el
registro y haber grabado ensayos extra (mas de 20) ya que al momento de que se
remueva el depurado se va a reemplazar con alguno de los ensayos extra.

El limite de depuracién de eventos por archivo fue de 5 eventos. Al finalizar
la depuracién se reescribe el archivo y se trunca a 20 eventos (en el caso de que
hubiera mas), para que todos los experimentos, en todas las amplitudes y todas las

condiciones tuvieran 20 ensayos. Anexo 8: Diagrama del script.

-Graficado General y medicion de curva por estructura

Para el siguiente paso se toma alguna de las estructuras registradas por cada
uno de los dias, el programa solicita los 10 archivos de cada una de las condiciones
(Basal, BC, K) y pide rangos en X y Y para generar las graficas, las cuales hace una
por cada amplitud, mostrando los 20 ensayos y la curva promedio; y una gréafica
general donde aparecen las 10 amplitudes, esto para las 3 condiciones. Las
siguientes graficas que genera son las restas digitales, donde resta para cada uno
de los ensayos, la condicidn bicuculina - basal (para visualizar la contribucién del
componente inhibitorio); y otro set de restas de Basal - Cocktail (para visualizar la
respuesta sinaptica sin la salva aferente) (Anexo 4, Figura Suplementaria 4, panel
derecho). Después de crear y guardar las gréaficas el programa inicia el segmento
de anotacién de puntos temporales, esta anotacion sirve para determinar 4 puntos:

- Fiber Volley Peak (FVP):

Este punto representa el inicio de la salva aferente, es decir, la transmision del
potencial de accion a través de los axones, partiendo desde el area estimulada
hacia el area registrada.

- Fiber Volley End (FVE):

Este punto simboliza el final de la salva aferente, es decir, el final del potencial
de accion a través de los axones estimulados.

- Synaptic Peak (SP):

En este punto inicia la actividad sinaptica, es el potencial generado en la post-

sinapsis después de la liberacion de neurotransmisores presinapticos.
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- Synaptic Valley (SV):
Este punto es el final de la actividad sinaptica y la subsecuente repolarizacion
de las neuronas post-sindpticas estimuladas por la liberacibn de
neurotransmisores.
Estos términos fueron creados durante este trabajo para poder mantener
homogeneidad en los analisis y describir los componentes de la sefial de potencial
de campo generada tras la estimulacion eléctrica. También se evaltan sus similes
en condicion BC: bFVP, bFVE, bSP, bSV; se puede observar cada uno de estos
componentes en la Figura 4D.

El programa ademas obtiene de forma automatica las crestas y valles del
segmento de sefal a considerar, el cual es una ventana de 10ms a partir de cada
uno de los pulsos. También se incluye la primera derivada de la sefal, para
corroborar los maximos y minimos locales de la sefial, donde el detector de crestas
y valles no logré detectarlos; y la segunda derivada de la sefial, para mostrar los
puntos de inflexion de la sefial y determinar dénde hubo un cambio de voltajes
cuando la sefial no se separa en sus componentes de forma inmediata. Toda esta
anotacién de puntos temporales también se corrobora con la resta de la condicién
Basal-Cocktail, pero la medicion se realiza sobre la condicion basal y BC, no en las
restas digitales. También se tomd en cuenta la temporalidad de aparicion de cada
uno de los eventos y su duracién para poder determinarlos entre si.

El programa mide 3 caracteristicas de la sefal: La amplitud de la deflexion
sinaptica, la pendiente del valle sinaptico y la pendiente de la salva aferente (todos
estos componentes se describen a detalle en la primera parte de la Seccién 3:
Resultados). La amplitud de deflexién sinaptica se determina como la diferencia de
voltajes entre el SV y SP sobre la sefial promedio de cada amplitud asociada a esa
estructura. La pendiente del valle sindptico se determina al tomar los datos
comprendidos entre SV y SP y haciendo una regresion lineal entre ellos, el resultado
gue se toma en cuenta es la pendiente de la recta generada por la regresion (Anexo
5); este mismo proceso se hace con los datos comprendidos entre los puntos FVP
y FVE, como se puede observar en la Figura 4D. Al finalizar el programa se generan
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archivos con cada una de las mediciones, para después ser concatenados en el

script de curvas generales. Anexo 9: Diagrama del script.

-Area bajo la curva (AUC)

Para determinar la contribucion GABAérgica en los registros se tomo la
condicion BC y se le resto digitalmente la condicion basal, por cada ensayo, en cada
amplitud para el mismo experimento y se graficé la curva promedio resultante de la
resta, en esta curva resultante se calcul6 el area bajo la curva del segmento que
cruza hacia el lado negativo, es decir, corrientes excitatorias; utilizando el método
de integracion por trapezoides entre cada uno de los puntos muestreados de la
sefial con respecto al voltaje 0. Esta medicion se hizo desde el final del pulso con
una ventana de 50ms (Anexo 6). El programa genera otro archivo con el valor
numeérico de la integracion asociada a cada una de las amplitudes de estimulacion.

Anexo 10: Diagrama del script.

2.6: Estadistica

Para determinar qué tipo de estadistico deberia usarse se tomaron todos los
sets de datos que generaron los scripts anteriores y se aplicé la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk con un criterio de p<0.05 para determinar normalidad,
la cual no se cumplia en la mayoria de los casos, por lo que se selecciond la prueba
no paramétrica para muestras independientes U Mann-Whitney, igualmente con un
criterio de p<0.05 para determinar significancia estadistica entre ambas
poblaciones. Para cuantificar la diferencia estadistica entre los ajustes lineales se
hizo la prueba de Fisher, se considera significancia estadistica cuando el valor de
p<0.05.
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2.7: Curvas generales

El Script designado para generar las curvas generales toma todos los
archivos generados por el analisis de curva y por el script para determinar area bajo
la curva, los concatena, aplica la prueba estadistica y genera las graficas finales.

También se obtuvieron a partir de las generadas por el software de GraphPad Prism.

A B D r - Basal

| T T

\ —— Basal

VP 0.0022

0.0058

0.0088

0.0048

0.0072

1.0 4 ® 0.0096

—— 1° Derivada
— 2° Derivada

0.5 4

1 YA

—0.5 FVE SV

2.04

1.5

. T T T T T -
0.0000 0.0025 0.0050 0.0075 0.0100 0.0125

( h ( N s 2 —
Cleaner Manual AR Curve Estadisticd
Depurator Analysis L )

Archivo Archivo DEP Mediciones Curvas
CLEA CLEA Amp/Slope enerale

Figura 4: Métodos.

A) Sitios de corte en el cerebro: Linea media, bulbos y cerebelo en linea continua;
rebanadas TC, linea punteada. B) Micrografia de rebanada ejemplo. Sitios de registro:
Rojo, POm; Verde, S1. Sitios de estimulacién: Negro, POm; Azul, S1. C) Diagrama de
flujo de trabajo para el analisis de datos. D) Componentes en la medicién: Fiber Volley

Peak (FVP), Fiber Volley End (FVE), Synaptic Peak (SP), Synaptic Valley (SV).
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Seccion 3: Resultados

Larespuesta de potencial de campo local en POm y S1 en condiciones
basales
Para analizar si existen alteraciones en la conectividad funcional poblacional

en la corteza somatosensorial primaria y en el nicleo talamico POm, se realizaron
registros de potencial de campo evocado en rebanadas de cerebro donde se
conservo el circuito somatosensorial (ver Métodos).

Para S1 la estimulacién se hizo en la capa Il/lll y se registré en capa IV, aqui
se observa despolarizacién axonal, también existen componentes somaticos y
estimulacion de otras células e interneuronas circundantes. En el caso de POm el
electrodo fue colocado en la cépsula interna, la estimulacién se hizo sobre los
axones CT que descienden, pasando por NRT y finalmente llegando al nucleo
registrado.

En general en la sefal se pueden distinguir 4 componentes (en orden de aparicion):

1) Artefacto de estimulacion:

Es una deflexion de una amplitud muy grande comparada con la respuesta
sinaptica y es generada por la caja de estimulacion. Representa el pulso cuadrado
gue se da con el electrodo. Aparece en el milisegundo 50 y 150, con una duracién
de 1ms y voltajes que sobrepasan los 1V. Debido a la polaridad utilizada durante

los experimentos aparece como una respuesta negativa (Figura 5.1).

2) Salva Aferente:

También conocido como Fiber Volley en inglés. Esta sefial se genera por la
despolarizacion y subsecuente conduccion axonal. Esta respuesta es insensible a
los bloqueadores de receptores sinapticos BC, NBQX y AP-V. Aparece como una
deflexion negativa entre el milisegundo 2-3 después del pulso y tiene una duracién
de aproximadamente 3 milisegundos para POm y 5ms para S1. Conforme se
aumenta el voltaje de estimulacion se va recorriendo hacia la izquierda (Figura 5.2).
En S1 (Figura 6B, sombreado verde) y en POm (Figura 10B, sombreado verde).
La salva aferente estd comprendida entre los puntos FVP y FVE de la Figura 4D.
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3) Respuesta sindptica excitatoria:

Es una deflexidbn negativa que aparece después de la salva aferente, en
algunos casos puede traslaparse con esta. Esta sefial es generada por la liberacién
de neurotransmisores de los axones estimulados, su acoplamiento a receptores
glutamatérgicos y el disparo de potencial de accidon en neuronas postsinapticas,
cuando esto ultimo sucede la respuesta también es conocida como population (Pop)
Spike en inglés. Participa principalmente glutamato; los primeros receptores que se
activan son los AMPA (sefal rapida) y después los NMDA (sefial lenta) por sus
caracteristicas intrinsecas. Esta sefal es sensible al NBQX y AP-V. Aparece en el
milisegundo 3-5 después del pulso. Igual que la salva aferente, se va recorriendo
hacia la izquierda conforme aumenta la intensidad de estimulacion y se reclutan
mas neuronas presinapticas. Tiene una duracion de 5 a 20ms dependiendo si es
Pop Spike o potencial postsinaptico subumbral (Figura 5.3a Exc; Figura 5.3b). En
S1 (Figura 6B, sombreado azul) y en POm (Figura 10B, sombreado azul).

4) Respuesta singptica inhibitoria:

Esta sefal es producida por la actividad de receptores GABAa y se denota
por una deflexién positiva. Se observa de forma pronunciada en S1, y en menor
medida en POm. Esta sefial es sensible a BC. Aparece inmediatamente después
de la respuesta sinaptica excitatoria (Figura 5.3A). En S1 (Figura 6B, trazo
morado y en POm (Figura 10B, trazo morado).

En algunas rebanadas se observa un componente mas cuando la actividad axonal

es muy pronunciada: la repolarizacién axonal. Se puede ver como un pico positivo

inmediatamente después de la salva aferente (Figura 5.4).
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Figura 5: Diagrama de corrientes encontradas en LFP tras un pulso de estimulacién.
1)[Rojo] Artefacto del estimulador, es un pulso cuadrado que dura 1ms, se presenta en el
milisegundo 50 y 150, 2)[Verde] Salva aferente (Fiber Volley) 3)[Azul] Evento sinaptico.
3a: Dinamica rapida 3b: Dindmica lenta. 4)[Amarillo] Repolarizacién Axonal

Larespuesta sinaptica poblacional en S1 es similar en ambos grupos
Al estimular en la capa Il/lll de la corteza S1, mientras se registra en la capa

IV (Figura 6A) es posible observar la actividad sindptica Pop Spike, ademas de un
gran componente inhibitorio inmediatamente después de la actividad sinéptica
excitatoria, como puede observarse en los trazos representativos en la Figura 6B,
donde se ilustran los registros en las intensidades de estimulacién de 20, 60y 100V.
Para evaluar diferencias a nivel pre y postsinapticos se aplicé un protocolo de pulso
pareado. En negro para el grupo control (WT) y en rojo para el grupo Shank3 KO.

Ya que en la respuesta cortical se encuentran embebidas las deflexiones producidas
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no solamente por la actividad sinaptica y axonal, sino también por actividad
somatica y otros componentes del microcircuito cortical, la medicion de la pendiente
del evento sinaptico es proporcional a la cantidad de neuronas postsinapticas
reclutadas por la estimulacién (Ferguson & Huguenard, 2022). La curva intensidad-
respuesta muestra diferencias significativas en la pendiente del Pop Spike del
primer pulso (FRST) para la intensidad de estimulacion de 10V (Figura 6C), donde
Shank3 fue hiporresponsivo (pendiente media WT 0.2749 + 0.068 mV/ms, pendiente
media Shank3 KO 0.1056 + 0.0219 mV/ms, U Mann-Whitney p=0.0487 y U=11). Si
se ajusta una curva exponencial sobre las medias de ambos grupos (Figura 14,
superior, linea continua) se puede observar un cambio mas pronunciado en las
tendencias, donde Shank3 continda incrementando la pendiente a mayor
intensidad, casi de una forma lineal, mientras que el grupo control llega a un plateau
de saturacion, indicando una mayor respuesta en el grupo KO. Al cuantificar la
pendiente, pero ahora en la respuesta al segundo pulso (SCND) (Figura 6D) la
dinamica se ve muy parecida entre ambos grupos, no hay diferencias significativas.
Lo que sugiere que no existen cambios a nivel presinaptico. La medicion de las
pendientes sinapticas del Pop Spike del primer y segundo pulso muestran dinamicas
parecidas a las encontradas en las amplitudes (Figura 14, superior).

Ya que el protocolo de pulso pareado induce procesos de plasticidad (Mo &
Sherman, 2019) se utilizé la medicion de las amplitudes de la respuesta sinaptica
Pop Spike, especificamente la proporcién entre la amplitud méxima de deflexion
entre el segundo pulso y el primero, lo que se denomina en inglés ‘Paired Pulse
Ratio’ (PPR). Un PPR por arriba de 1 estaria hablando de un proceso de facilitacion
ya que aumenta la amplitud de la respuesta sinaptica en el segundo pulso y es
comun en sinapsis con baja probabilidad de liberacién; al contrario, si es por debajo
de 1 estaria deprimiéndose la sinapsis e indica una alta probabilidad de liberacion.
En condiciones basales (Figura 6E), a intensidades bajas tanto Shank3 como WT
tienden a potenciarse, en amplitudes elevadas, se deprimen. No hubo diferencia
significativa entre grupos para ninguna de las intensidades. Lo anterior sugiere que
probablemente la respuesta esté compensada a nivel circuito, a pesar que se

observa hiperexcitabilidad a nivel celular como fue descrito por Chen et al., (2020).
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Figura 6: Medicion de pendientes sinapticas en S1, condicién basal.

A) Fotografia representativa donde se ilustra el acomodo de la micropipeta de registro colocada
en capa IV y electrodo de estimulacion colocado en capa lI/lll. B) Trazos representativos de la
respuesta de S1 a la estimulacién eléctrica con 3 diferentes intensidades de estimulacion (20,60
y 100V) para ambos grupos. Zoom: Salva aferente (sombreado verde), evento sinaptico
excitatorio (sombreado azul), evento sinéptico inhibitorio (trazo morado). C) Medicion de
pendiente del Pop Spike del primer pulso, condicion basal. Diferencia significativa en intensidad
10 (milivolts/milisegundo). D) Medicion de pendiente del Pop Spike del segundo pulso,
condicion basal. Sin diferencias significativas (milivolts/milisegundo). E) Proporcién entre
amplitudes del Pop Spike segundo/primer pulso en condicién basal para las intensidades 20, 60
y 100V, sin diferencias significativas. (Paired Pulse Ratio, PPR). Simbologia: [*: p<0.05,
**:p<0.01, ***: p<0.001. U Mann-Whitney]. Control (WT) en negro, Shank3 en rojo. Se grafican

la media + error estandar.
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La inhibicién cortical se encuentra alterada en el modelo de autismo
Shank3b KO
Para conocer la contribucion GABAérgica a los circuitos corticales en S1 se

realizo la curva Amplitud-Respuesta en presencia de bicuculina [10uM] (Métodos).
En la Figura 7A se pueden observar trazos representativos de S1 en la condicion
basal (linea continua) versus la condicién bicuculina (linea discontinua) en las
intensidades de estimulacion de 20, 60 y 100V. En la presencia de bicuculina se
suprime el componente inhibitorio que aparecia después de la actividad sinaptica
excitatoria, ademas que esta Ultima incrementa en amplitud; en algunos casos la
actividad tiene una morfologia epileptiforme, la cual se caracteriza por una
oscilacion rapida y sostenida provocada por la retroalimentacion positiva entre las
redes y capas corticales al perder inhibicion (Figura 7A, sombreado amarillo)
(Vanleer et al., 2016). En presencia de bicuculina, la pendiente del primer pulso es
significativamente mayor en el grupo Shank3 KO en comparaciéon al grupo WT a
partir de la intensidad de estimulacién 80V (pendiente media WT [80V] 0.9915 +
0.1675 mV/ms, pendiente media Shank3 KO [80V] 1.7613 * 0.3469 mV/ms, U
Mann-Whitney p=0.0364 y U=10; pendiente media WT [90V] 1.2599 + 0.2453
mV/ms, pendiente media Shank3 KO [90V] 2.1559 % 0.3377 mV/ms, U Mann-
Whitney p=0.0364 y U=10; pendiente media WT [100V] 1.0577 £ 0.2305 mV/ms,
pendiente media Shank3 KO [100V] 2.4375 = 0.5906 mV/ms, U Mann-Whitney
p=0.0131y U=7) (Figura 7C). En contraste, en la intensidad de estimulacion de 10V

la pendiente fue significativamente menor en el grupo Shank3 comparado con el
control (pendiente media WT: 0.2616 = 0.0738 mV/ms, pendiente media Shank3
KO: 0.1020 = 0.0325 UA, U Mann-Whitney p=0.0487 y U=11). La pendiente de la
respuesta del segundo pulso (Figura 7D) se encuentra reducida para ambos
grupos, Shank tiende a una reduccion mayor para casi todas las intensidades de
estimulacién, exceptuando en la 100V, donde la pendiente es mayor que el grupo
control. Al tomar las amplitudes de la respuesta sinaptica y evaluar el PPR (Figura
7B) podemos observar que en presencia de bicuculina el grupo Shank3 tiende hacia
la depresién de corto plazo, mientras que el grupo control hacia la potenciacién. Las
tendencias que siguen las pendientes del primer y segundo pulso en presencia del

bloqueador de receptores GABAa se pueden apreciar mejor al ajustar una curva
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exponencial (Figura 8A). La pendiente del primer pulso en el grupo Shank3 KO se
aleja de forma acentuada con respecto al grupo WT; la pendiente en el segundo
pulso se deprime practicamente al mismo nivel entre ambos grupos. Se puede
observar la comparacion de amplitudes entre las condiciones basal y bicuculina para
el primer pulso y ambos grupos en la Figura 14, superior, linea punteada; donde
se aprecia que el grupo Shank3 tiende hacia mayores amplitudes del sinaptico, es
decir, hay hiperexcitabilidad. Estos resultados sugieren una mayor inhibicién en el
grupo KO comparado a los ratones control, pero la excitacion basal esta

incrementada lo cual produce un ‘enmascaramiento’ de la respuesta inicial.
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Figura 7: Medicion de pendientes sinapticas en S1, condicidn bicuculina.

A) Trazos representativos para condicién basal (linea continua) versus condicion
Bicuculina (BC, linea discontinua). Sombreado amarillo: Actividad epileptiforme. B)
Proporcion entre amplitudes del Pop Spike segundo/primer pulso en condicion bicuculina
para las intensidades 20, 60 y 100 (Paired Pulse Ratio, PPR). C) Medicién de pendiente
del Pop Spike del primer pulso, condicion bicuculina (milivolts/milisegundo). D) Medicién
de pendiente del Pop Spike del segundo pulso, condicion bicuculina (milivolts/milisegundo
Simbologia: [*: p<0.05, **:p<0.01, ***: p<0.001. U Mann-Whitney] Control (WT) en negro,
Shank3 en rojo. Se grafican la media * error estandar.
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Figura 8: Ajustes y caracteristicas de la pendiente en S1.

A) Figura resumen para las pendientes del primer y segundo pulso en condiciéon
bicuculina para ambos grupos (milivolts/milisegundos). B) Medicion de las pendientes de
la recta para el ajuste lineal sobre la curva de pendientes sinapticas en S1
(milivolts{registro} / [milisegundos * volts{estimulo}]). C) Medicion del intercepto Y del
ajuste lineal (milivolts). Simbologia: [*: p<0.05, **:p<0.01, ***: p<0.001. Test de Fisher
para regresion lineal] Control (WT) en negro, Shank3 en rojo. Condicién basal: Barras de
color sélido. Condicion Bicuculina: Barras ralladas. Se grafican la media + desviacion

estandar.

Las pendientes de la curva de actividad en S1 son significativamente
diferentes entre grupos
Siguiendo el método de analisis reportado en Banerjee y colaboradores

(2013) donde analizan las tendencias de la actividad, lo siguiente que se hizo fue
realizar ajustes lineales a las curvas intensidad-respuesta generadas en las Figura
6C,Dy Figura 7C,D (Figura Suplementaria 2) para obtener la pendiente de dichas
curvas, por cada uno de los experimentos. Los resultados se aprecian en la Figura
8B, donde las pendientes de la recta ajustada a las distintas intensidades para el
primer y segundo pulso en condicion basal (barras sélidas) son significativamente
diferentes entre ambos grupos, siendo Shank3 la mayor (pendiente WT FRST
0.00956 + 0.00292 mV/[ms+V], pendiente Shank3 KO FRST 0.0241 + 0.005024
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mV/[ms+V], Test de Fisher para regresion lineal p=0.0132 F=6.313; pendiente WT
SCND 0.00984 = 0.00286 mV/[ms+V], pendiente Shank3 KO SCND 0.0226 +
0.00561 mV/[ms+V] Test de Fisher para regresion lineal p=0.0442 F=4.124). Durante
la condicién bicuculina (barras rayadas) la dinamica del primer y segundo pulso
cambia: durante el primer pulso la pendiente de la actividad sigue siendo
significativamente mayor en Shank3, aunque ambos grupos se comportan de una
forma muy similar a lo visto en la condicién basal (pendiente WT BC FRST 0.00972
+ 0.00240 mV/[ms*V], pendiente Shank3 KO BC FRST 0.0245 + 0.00337 mV/[ms*V]
Test de Fisher para regresion lineal p=0.0005 F=12.71). En cambio, durante el
segundo pulso de la condicion BC, la pendiente generada por la actividad de Shank3
se reduce llegando casi a los niveles encontrados en el grupo WT, ahora las
diferencias entre ambos grupos no son significativas (pendiente WT BC SCND
0.00912 + 0.00139 mV/[ms+V], pendiente Shank3 KO BC SCND 0.0127 + 0.00395
mV/[ms+V] Test de Fisher para regresion lineal p=0.3842 F=0.7621).

Otra medicion sobre estos ajustes es el intercepto Y (Figura 8C), el cual
refleja las condiciones iniciales de la respuesta, a modo que un intercepto Y mayor
indica que la actividad tiene un inicio mayor, es decir, mas actividad a intensidades
de estimulacion bajas; mientras que un intercepto Y menor reflejaria que la actividad
inicial es menor a intensidades de estimulacion bajas. También se puede interpretar
como el desplazamiento en X del ajuste lineal, donde el intercepto Y mayor habla
de una curva desplazada hacia la izquierda y un intercepto Y menor es una curva
desplazada hacia la derecha. Lo primero que resalta a la vista es que la media de
los interceptos para el grupo WT es positivo, mientras que para el grupo Shank3 es
negativo. Al igual que en la pendiente de la curva de actividad, las diferencias entre
grupos son significativas para la condicion basal, ambos pulsos, y para la condicién
BC solamente durante el primer pulso. Estos resultados sugieren que hay un cambio
en la integraciéon de la respuesta segun la intensidad del estimulo, reflejado en el

cambio en la tendencia de la curva en cada uno de los pulsos.
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El area bajo la curva muestra cambios en la inhibicion cortical entre grupos
La medicion del area bajo la curva (AUC) que se genera entre la resta de la

sefial durante la condicion BC — Basal muestra la contribucion del componente
inhibitorio a la respuesta sinaptica (Métodos), en la Figura 9A se muestran las AUC
durante el primer pulso: a intensidades de estimulacion bajas la contribucién
inhibitoria sobre Shank3 es menor que en el grupo WT, pero a partir de la intensidad
40V ésta aumenta de manera pronunciada y se mantiene elevada durante las
demas intensidades, aunque solamente tuvo significancia estadistica en la
intensidad 70V. Esta dinamica no se replica durante el segundo pulso (Figura 9B),
aqui el componente inhibitorio se vuelve practicamente igual entre ambos grupos,
es decir, la inhibicion no tuvo mucha contribucion. Para visualizar mejor el
comportamiento generalizado de las curvas se hizo un ajuste cuadréatico sobre
ambas (Figura 9C), aqui es mas claro el efecto que durante el segundo pulso existe
algun grado de inhibiciébn basal ya que la curva inicia con un area elevada
comparada contra la misma intensidad durante el primer pulso, esto sucede en
ambos grupos. La curva que se separa mas de las otras tres es para el primer pulso
del grupo Shank3. Esto sugiere que existe una mayor contribucién inhibitoria
presentada después de la actividad excitatoria. En conjunto, estos resultados
apoyan que existe un desbalance excitacion-inhibicion en los ratones KO. Con toda
la evidencia recolectada hasta este punto podemos observar el comportamiento
cortical en el modelo Shank3 KO y como la actividad tanto excitatoria como
inhibitoria esta incrementada, esto pudiera estar explicando el por qué hay déficits
somatosensoriales en el procesamiento de la informacion; un incremento en la
excitacion pudiera ser lo que evoca una compensacion inhibitoria plastica; o el caso
contrario, que un incremento en la inhibicién esté reclutando un nidmero mayor de
sinapsis, lo cual se explorara con mayor profundidad en la discusion, a continuacion

se encuentran los resultados encontrados en el ntcleo POm.
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Figura 9: Area bajo la curva (AUC) de S1.

A) AUC para el primer pulso. Control (WT) en negro, Shank3 en rojo (Unidades
Arbitrarias, UA). B) AUC para el segundo pulso. Control (WT) en azul, Shank3 en
verde (Unidades Arbitrarias, UA). C) Ajustes cuadraticos sobre las curvas de AUC

(Unidades Arbitrarias, UA). Simbologia: [*: p<0.05, **:p<0.01, ***: p<0.001. U

Mann-Whitney] Se grafican la media + error estandar.

POm tiende a hiperactividad en Shank3
Para evocar respuestas en POm el electrodo de estimulacion fue colocado

en capsula interna, donde pasan las fibras corticales que llegan a los diferentes
nacleos talamicos (Figura 10A). El trazo caracteristico para POm durante la
condicién basal (Figura 10B) muestra que la actividad sinaptica tiene una amplitud
de deflexion menor, comparada contra S1, la cual ronda alrededor de 1.5mV.
Tampoco se observa ningin componente inhibitorio prominente, pero se presenta
una segunda respuesta sinaptica lenta después del Pop Spike, tanto en WT como
en Shank3 KO. Las curvas amplitud-respuesta que se generan al cuantificar la
pendiente de la respuesta sindptica Pop Spike (Figura 10) tienen tendencias mas
diferenciadas entre WT y Shank3 KO, donde el udltimo tiende hacia mayores

pendientes tanto en el primer pulso (Figura 10C) como en el segundo (Figura 10D),
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aungue en ninguno de los casos las diferencias entre grupos fueron significativas.
El ajuste exponencial sobre las amplitudes para el primer pulso en ambos grupos
muestra mejor la tendencia que sigue cada uno (Figura 14, inferior linea
continua). Estos resultados sugieren que la actividad incrementada en POm puede
originarse, ya sea por una entrada menor desde corteza, o por algin proceso
modulatorio alterado desde NRT.

Al medir el PPR en condiciones basales para POm (Figura 10E) en las
intensidades de estimulacién de 20, 60 y 100V, podemos observar que a amplitudes
bajas el grupo WT tiende hacia la facilitacién de corto plazo y conforme aumenta la
intensidad de estimulacion la segunda respuesta se va deprimiendo. En el grupo
Shank3 KO la dinamica tiene una tendencia inversa, a amplitudes bajas se deprime,
conforme incrementa la intensidad de estimulacion la sinapsis tiende a estabilizarse
y no presenta mucha plasticidad ya que el valor de PPR se mantiene muy cercano
al, enlaintensidad 100 lo supera ligeramente (Figura Suplementaria 1). Se puede
inferir que el cambio en la plasticidad Unicamente actiua en estimulos pequenios, los
mecanismos de integracion pueden estar alterados en este punto; también pudiera

deberse a que se pierde la capacidad plastica a intensidades mayores.
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Figura 10: Medicion de pendientes sinapticas en POm, condicién basal.

A) Fotografia representativa donde se ilustra el acomodo de la micropipeta de registro
colocada en POm y electrodo de estimulacion colocado en Capsula Interna (CI). B) Trazos
representativos de la respuesta de POm a la estimulacion eléctrica con 3 diferentes
intensidades de estimulacion (20,60 y 100V) para ambos grupos. Zoom: Salva aferente
(sombreado verde), evento sinaptico excitatorio (sombreado azul), evento sinaptico
inhibitorio (trazo morado). C) Medicion de pendiente del Pop Spike del primer pulso,
condicién basal. Sin diferencias significativas (milivolts/milisegundo). D) Medicion de
pendiente del Pop Spike del segundo pulso, condicion basal. Sin diferencias significativas
(milivolts/milisegundo). E) Proporcion entre amplitudes del Pop Spike segundo/primer pulso
en condicion basal para las intensidades 20, 60 y 100V (Paired Pulse Ratio, PPR)
Simbologia: [*: p<0.05, **:p<0.01, ***: p<0.001. U Mann-Whitney] Control (WT) en negro,

Shank3 en rojo. Se grafican la media + error estandar.
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Contribucién de la inhibicién en POm
Para determinar cual es la contribucion inhibitoria hacia POm lo siguiente que

se hizo fue afadir bicuculina -antagonista competitivo GABAa, suprime la sefial
inhibitoria- al bafo de la rebanada. Como se puede observar en la Figura 11A la
actividad en POm antes y después de afadir bicuculina, la actividad conserva la
mayor parte de su morfologia; no hay componentes inhibitorios mayores que
desaparezcan en su presencia. La medicion de la pendiente del evento sinaptico
Pop Spike durante el primer pulso (Figura 11C) muestra que en el grupo WT la
pendiente es mayor a amplitudes bajas (10-40 V), comparadas a las del grupo
Shank3 KO, un efecto que no se observaba en condiciones basales. En esta misma
condicion, Shank3 KO parece no variar mucho con respecto a las condiciones
basales, lo cual estaria hablando de una contribucion inhibitoria disminuida hacia
POm en Shank3 KO en intensidades de estimulacion bajas. A intensidades altas
(>50V) las pendientes medidas en el grupo Shank3 KO vuelven a superar en
magnitud al grupo WT, mientras que el segundo llega a un plateau. El efecto se
observa mejor al ajustar una curva exponencial (Figura 12A, lineas rojo y negro).

La forma de la curva en las pendientes durante el segundo pulso (Figura
11D) no cambian mucho con respecto al primero, pero en ambos grupos se ve una
tendencia a la baja, reflejada mejor al ajustar una exponencial (Figura 12A, lineas
verde y azul). En las curvas de las pendientes ningun dato fue significativamente
diferente entre cada grupo.

Durante la medicion de PPR entre las amplitudes del primer y segundo pulso
en POm en la condicién bicuculina, medido para las intensidades de estimulacién
de 20, 60y 100V (Figura 11B) se puede apreciar que el grupo WT tiene un cambio
ligeramente a la baja conforme aumenta la intensidad de estimulacion; en el caso
de Shank3 KO a intensidades bajas hay depresion sindptica; en la intensidad de
60V hay facilitacion significativamente diferente a el grupo WT (proporcion media
WT [60V]: 0.917 £ 0.065 UA, pendiente media Shank3 KO [60V]: 1.117 + 0.077 UA,
U Mann-Whitney p=0.0189 y U=8), coincide ademas con el punto de inflexion donde
las pendientes de Shank3 KO supera a WT; y a intensidades altas vuelve a

presentar depresion sinaptica, mayor que WT pero sin ser significativo.
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Figura 11: Medicion de pendientes sinapticas en POm, condicién bicuculina.

A) Trazos representativos para condicién basal (linea continua) versus condicion
Bicuculina (BC, linea discontinua). Sombreado amarillo: Actividad epileptiforme. B)
Proporcion entre amplitudes del Pop Spike segundo/primer pulso en condicién bicuculina
para las intensidades 20, 60 y 100V (Paired Pulse Ratio, PPR). C) Medicion de pendiente
del Pop Spike del primer pulso, condicion bicuculina (milivolts/milisegundo). D) Medicion
de pendiente del Pop Spike del segundo pulso, condicion bicuculina
(milivolts/milisegundo). Simbologia: [*: p<0.05, **:p<0.01, ***: p<0.001. U Mann-Whitney]

Control (WT) en negro, Shank3 en rojo. Se grafican la media * error estandar.
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Figura 12: Ajustes y caracteristicas de la pendiente en POm.

A) Figura resumen para las pendientes del primer y segundo pulso en condicion
bicuculina para ambos grupos (milivolts/milisegundo). B) Medicion de las pendientes de la
recta para el ajuste lineal sobre la curva de pendientes sinapticas en POm
(milivolts{registro} / [milisegundos * volts{estimulo}]). C) Medicion del intercepto Y del
ajuste lineal (milivoltios). Simbologia: [*: p<0.05, **:p<0.01, ***: p<0.001. Test de Fisher
para regresion lineal] Control (WT) en negro, Shank3 en rojo. Condicion basal: Barras de
color sdlido. Condicion bicuculina: Barras ralladas. Se grafican la media + desviacion

estandar.

POm conserva tendencias durante las diferentes condiciones experimentales
Al igual que en S1, se realizaron ajustes lineales sobre las curvas de las

pendientes sinpticas obtenidas en cada experimento (Figura Suplementaria 3),
para verificar si el comportamiento de la actividad en POm es diferente entre grupos.
En la Figura 12B se grafican las cuantificaciones de las pendientes obtenidas de
cada uno de los ajustes lineales a las curvas intensidad-respuesta. En general
ninguno de los valores obtenidos fue diferente entre grupos de una forma
significativa; sin embargo, en la condicion basal (Barras solidas) podemos ver una
fuerte tendencia entre ambos grupos, tanto en el primer como segundo pulso, ya
gue sus valores de p se encuentran apenas por encima de la significancia

estadistica (p=0.0687 para el primer pulso, p=0.0532 para el segundo). La media de
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la pendiente es ligeramente menor para ambos grupos durante el segundo pulso.
En la condicién Bicuculina hay un fendmeno que contrasta con el visto en S1:
durante el primer pulso la diferencia entre grupos es menor (p=0.1029) que durante
el segundo pulso (p=0.0796), aqui la tendencia a mantenerse diferenciado entre
grupos es mayor. Los datos obtenidos de los interceptos del ajuste lineal (Figura
12C) poseen diferencia significativa durante la condicion basal, tanto para el primer
como el segundo pulso (intercepto Y WT FRST 52.91 + 123.3 UA, intercepto Y
Shank3 KO FRST -0.04705 £+ 0.1621 mV Test de Fisher para regresion lineal
p=0.0163 F=5.916; intercepto Y WT SCND 0.036.69 £ 0.103 mV, intercepto Y
Shank3 KO SCND -0.02195 + 0.1364 mV Test de Fisher para regresion lineal
p=0.0036 F=8.784), lo que nos indica que a pesar que la tasa con la que incrementa
la respuesta no fue significativamente diferente, la curva de Shank3 esta recorrida
hacia la izquierda, a menores valores de intensidad de estimulacion tiene una
respuesta mayor comparado con el grupo WT (Figura Suplementaria 3). No hubo
diferencias significativas para ninguno de los dos pulsos en condiciéon BC. Un
corrimiento de la curva hacia la izquierda (intercepto negativo) podria interpretarse

como un cambio en la sensibilidad en el circuito.

Actividad en POm es mediada por inhibicion dinamica
La medicion del AUC para la respuesta de POm tiene una dindmica muy

diferente para cada uno de los grupos; durante el primer pulso (Figura 13A) a
amplitudes bajas ambos grupos siguen una tendencia creciente, en este caso
Shank3 tiene un area menor que WT, es decir, la inhibicién esta contribuyendo
menos. A partir de la intensidad de estimulacion 60V ocurre un efecto diferenciado
entre grupos: mientras que el area de Shank3 continta creciendo y supera al grupo
WT, el segundo cambia hacia una tendencia decreciente. De forma interesante, a
esta misma intensidad es donde se observa también el cambio en la plasticidad
durante la condicion BC (Figura 11B). Durante el segundo pulso (Figura 13B) la
dinamica del primero se conserva en el grupo WT. En contraste, el area a lo largo
de las diferentes intensidades en Shank3 se aplana y se mantiene por debajo de
WT en casi todo momento. Al hacer ajustes cuadraticos sobre estas mediciones
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(Figura 13C) es mucho mas claro el efecto descrito. La contribucion inhibitoria en
los ratones WT sigue un patron parabdlico, la inhibicibn es menor en los extremos
y mayor en las intensidades centrales. Ademas, durante el segundo pulso la curva
se recorre ligeramente hacia la derecha, lo que indica que es necesaria mayor
estimulacién para evocar la misma magnitud de componente inhibitorio. Los datos
de la contribucion inhibitoria presentada por Shank3 son marcadamente diferentes
entre si y entre los grupos. El primer pulso en Shank3 evoca una inhibicion de forma
cuasi lineal con respecto a la intensidad de estimulacién. El segundo pulso
solamente logra evocar una inhibicion practicamente constante y disminuida,
durante todas las intensidades de estimulacién, indicando una plasticidad a corto
plazo alterada en el modelo de autismo. Estos resultados sugieren que POm posee
una inhibicién dindmica, la cual se pierde en el modelo Shank3. Esto pudiera estar
repercutiendo en como es reclutada la sinapsis a diferentes estimulos y los efectos

gue pudiera tener sobre la integracion de la informacion en este nucleo de alto

orden.
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Figura 13: Area bajo la curva (AUC) de POm.
A) AUC para el primer pulso. Control (WT) en negro, Shank3 en rojo. B) AUC para el
segundo pulso. Control (WT) en azul, Shank3 en verde. C) Ajustes cuadraticos sobre las
curvas de AUC. Simbologia: [*: p<0.05, **:p<0.01, ***: p<0.001. U Mann-Whitney] Se

grafican la media * error estandar.
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Figura 14: Amplitudes en el primer pulso
Superior: S1. Inferior: POM. Lineas Continuas: Ajuste exponencial en mediciones basales.

Lineas discontinuas: Ajuste exponencial en mediciones condicién bicuculina.
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Seccion 4: Discusion

Los resultados mostraron que el modelo recapitula la tendencia hacia la
hiperexcitabilidad en corteza (Figura 6Cy D; Figura 10C y D) que ha sido reportada
en los trastornos del espectro autista. De manera interesante encuentra diferencias
en las alteraciones de conectividad sinaptica dependiendo el &rea cerebral
estudiada (S1 y POm), por ejemplo, se observan efectos opuestos en cuanto a la
amplitud de la deflexion sinaptica descrita en el nucleo estriado de este mismo
modelo (Peca et al., 2011). Se revela también que hay una compensacion y
dinamica inhibitoria alterada en ambas estructuras, lo cual se comprobd6 con dos
métodos diferentes: medicion de la pendiente sinaptica del Pop Spike en presencia
del bloqueador GABAérgico bicuculina y calculo del AUC para determinar el
componente inhibitorio. Estos descubrimientos son novedosos en el modelo Shank3
para el nicleo POM vy la capa IV de la corteza S1.

La actividad inhibitoria incrementada es congruente con lo descrito por
Nelson y Valakh (2015) donde explican que una excitacién incrementada no es la
Unica variante de los efectos del TEA, hay evidencia que ha encontrado lo contrario
(Filice et al., 2016, 2020; Marin, 2012). Asi como los mecanismos compensatorios
gue otros grupos explican pudieran estar sucediendo en el caso de una actividad
excitatoria exacerbada y en trastornos del neurodesarrollo, como lo es el TEA
(Tatavarty et al., 2020; Turrigiano & Nelson, 2004).

La actividad cortical en Shank3
Las investigaciones sobre el modelo Shank3 KO reportaron que hay

alteraciones en las sinapsis glutamatérgicas, ya que esta proteina de andamiaje
interactla con los receptores NMDA y AMPA (Chiola et al., 2021; Monteiro & Feng,
2017; Rao & Finkbeiner, 2007; Uchino & Waga, 2013). Las corrientes mediadas por
los receptores NMDA en modelo Shank3 estan disminuidas (Lautz et al., 2021) ,
ademas, la sincronizacion y ritmos en la neocorteza se encuentran alterados
(Ingiosi et al., 2019), lo cual pudiera explicar parte de la sintomatologia central y

disfuncion cognitiva.
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Trabajos previos demostraron que la actividad del nicleo somatosensorial de
orden primario VPM, el cual proyecta hacia corteza S1, esta disminuida (Mejia-Ortiz,
2022); ya que es posible que la informacion se transmita de forma alterada hacia la
corteza, es logico pensar que ésta también podria tener cambios, ya sea en su
conectividad o en su respuesta, ambos directamente relacionados con el
procesamiento que ocurre en esta area, sumado al hecho que Shank3 se encuentra
altamente expresado en la corteza (Peca et al., 2011) y sus sinapsis glutamatérgicas
también se ven afectadas al no expresar esta proteina. Durante este trabajo se
encontré que la amplitud de la respuesta sinaptica cortical S1 en capa IV en
condiciones basales no tiene una alteracion significativa en el grupo Shank3 KO
(Figura 14, superior, lineas continuas), esto puede deberse al hecho que dentro
de la amplitud de la respuesta en S1 puede haber contaminacion por respuesta
somatica, esto es, los cambios eléctricos originados por la propia neurona
presinaptica en su soma y no por la actividad sinaptica en la postsinapsis; la
actividad compensatoria de otras isoformas de Shank, tal como Shankl o Shank2;
o por el mismo artefacto de estimulacion y la cercania de la pipeta de registro y el
electrodo, por lo cual se opto6 por la medicion de la pendiente de esta respuesta, que
esta directamente relacionada con la excitabilidad y la tasa de reclutamiento de las
sinapsis y es una medida estandar reportada en varios articulos de investigacion.
Las pendientes, al igual que las amplitudes, parecen ser similares en ambos grupos
(Figura 6C y D), asi como su plasticidad a corto plazo (Figura 6E), lo que podria
estar implicando que los mecanismos en condiciones basales estan compensados.
Sin embargo, al medir la tendencia que sigue esta curva, esto es, la pendiente del
ajuste lineal (Figura 8B, barras sélidas), podemos darnos cuenta de que las tasas
de cambio a través de las diferentes intensidades de estimulacion son
significativamente diferentes entre ambos grupos, al igual que sus interceptos
(Figura 8C). Ya que las medias entre grupos son similares para cada uno de los
pulsos, podemos interpretar entonces que el grupo Shank3 KO en condiciones
basales es mas excitable que el grupo WT; mismo resultado que se habia reportado
en un articulo anterior por Chen y compafiia (2020).
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Excitabilidad incrementada, ¢inhibicion disminuida?
Estudios previos reportaron que los mecanismos inhibitorios estan alterados

en el modelo Shank3; varios articulos encontraron una disminucion en la cantidad
de interneuronas inhibitorias inmunorreactivas a Parvalbumina (PV), las cuales
proyectan principalmente hacia el soma de las neuronas piramidales en corteza,
concluyendo que su pérdida era lo que reducia la inhibicion y movia el balance E/I
hacia la excitacion (Gogolla et al., 2009; Staiger & Petersen, 2021). Sin embargo
Filice y colaboradores (2016) demostraron que no era una pérdida celular, sino una
reduccion en la expresion de esta proteina al evaluar las redes perineuronales,
sugiriendo que puede ser un mecanismo compensatorio, como lo describe
Turrigiano y Nelson, (2004). La reduccion de expresion de PV, una proteina de unién
a calcio, aumenta la actividad de las interneuronas PV, lo cual se traduce a una
inhibicion somatica incrementada, ya que las interneuronas PV de la capa IV
proyectan principalmente hacia el soma neuronal (Filice et al., 2016). Las corrientes
de calcio también son afectadas por los fallos en los canales NMDA provocados por
la mutacion en Shank3, hay grupos de investigacion que han evaluado como esto
impacta tanto a la sinapsis glutamatérgica como a las GABAérgicas mediadas por
interneuronas, donde se ha encontrado que las corrientes transientes de calcio tipo
L en las neuronas piramidales, se encuentran incrementadas. El calcio interactla
con CamKlla; esta enzima participa en procesos de plasticidad y estabilizacion de
uniones comunicantes y canales NMDA en las sinapsis (Perfitt et al., 2020). Estas
transientes grandes de calcio estdn moduladas a nivel dendritico por las
interneuronas somatostatina positivas (SST); las neuronas SST proyectan de forma
principal hacia las dendritas, y expresan canales NMDA, los cuales estan adosados
a la membrana al interactuar con la proteina Shank3 (Staiger & Petersen, 2021). Al
fallar los canales NMDA en las interneuronas SST su activacion es menor, por lo
gue la modulacion de calcio a nivel dendritico esta alterada, provocando que las
dendritas estén en un estado mas excitable (Ali et al., 2021).

Estos descubrimientos previos se reflejan en los datos, al tener una tendencia
a la hiperexcitabilidad y un mayor reclutamiento en las curvas Intensidad-Respuesta

(Figura 8B, barras sélidas FRST), a pesar de que existe un componente inhibitorio
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mayor en Shank3 comparado contra WT, observado en el AUC (Figura 9A). A
traves del bloqueo farmacologico GABAA en la condicion BC se revela que durante
el primer pulso la pendiente de la actividad en Shank3 KO es significativamente
mayor a intensidades grandes (Figura 7C), mientras que la amplitud de deflexion
solamente sigue una tendencia creciente sin ser significativamente diferente
(Figura 14, superior, linea punteada roja). En la actividad generada por Shank3
durante el segundo pulso en condiciones basales la actividad tiene una morfologia
similar al primer pulso y se mantiene una pendiente significativamente diferente a
WT (Figura 8B, barras sélidas, SCND); en cambio el componente inhibitorio se ha
reducido, su AUC se vuelve muy similar a aquella del WT (Figura 9B), pero los
mecanismos de plasticidad se mantienen (Figura 6E), probablemente por la
regulacion inducida por las neuronas PV, que pudieran no tener una actividad
inhibitoria suficiente durante el segundo pulso, debido a que su alta actividad
durante el primero deplet6 la sinapsis (Dehorter et al., 2017). En contraste, en la
condicion BC, la actividad del segundo pulso disminuye de forma pronunciada
(Figura 8B, barras rayadas, SCND), comparada con el primero; la curva se vuelve
muy similar a WT (Figura 7D), esto puede ser debido a que el primer pulso con su
alta actividad deplet6 la sinapsis, al no ser inhibido por la actividad de las neuronas
PV (Figura 9B); la plasticidad en este caso se volvié depresora ya que la sinapsis
tuvo una alta probabilidad de liberacion (Figura 7B). Este efecto de excitacion e
inhibicién incrementada, asi como el cambio dinamico y plastico entre el primer y
segundo pulso pueden ser explicados con literatura previa acerca de la poblacién
de neuronas inhibitorias en la corteza, especificamente, las interneuronas
Somatostatina positivas (SST) y Parvalbumina positivas (PV) (Filice et al., 2016;
Gogolla et al., 2009).

Una perspectiva novedosa al microcircuito cortical alterado en S1 de Shank3
Parece ser entonces que la hiperexcitabilidad y facilidad de reclutamiento se

puede deber a dendritas hiperexcitables por la pérdida de inhibicion por las
interneuronas SST, esto provoca un evento sinaptico incrementado que recluta a

las interneuronas PV, las cuales estan facilitadas por la reduccion de expresion de
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esta proteina, lo cual genera un evento inhibitorio exacerbado, el cual
probablemente esta contribuyendo a mantener las caracteristicas plasticas de la
sinapsis, a modo compensatorio.

Estos descubrimientos nos indican que, de acuerdo con la literatura previa,
existe un desbalance excitacion-inhibicion, pero no estrictamente en un solo
sentido, sino en ambos: Las dendritas se vuelven hiperexcitables mientras que el
soma se ve mas inhibido por el microcircuito local. Este fendbmeno pudiera estar
explicando el fenotipo hiposensible descrito anteriormente (Mejia-Ortiz, 2022)
debido a fallos en la integracién cortical, donde la informacion no es procesada
correctamente por este doble desbalance en la red, que a su vez puede estar
asociada a una mala relacion sefal-ruido entre el estimulo y la actividad intrinseca
de la red, por ejemplo, por los fallos en las corrientes NMDA y su desincronizacion
y desacoplamiento, asi como en los fallos en la ganancia de la sefal por la
hiperexcitabilidad y elevada inhibicion (Lautz et al., 2021; Nelson & Valakh, 2015;
Schultz, 2007; Turrigiano & Nelson, 2004).

La evidencia adicional que soporta estas conclusiones sugiere que esta
inhibicidn esta incrementada en la corteza S1, lo que podria explicar por qué en los
pacientes con Sindrome Phelan-McDermid la incidencia de la epilepsia clinicamente
significativa es menor, solamente ~26% de pacientes, y no es considerado como un
criterio  diagnéstico, aunque siguen existiendo alteraciones en el
electroencefalograma (Phelan et al., 2005), comparado contra otras variantes de
TEA monogénicos como el Sindrome de Rett donde el ~70% de pacientes tienen

epilepsia y crisis convulsivas clinicamente significativas (Nelson & Valakh, 2015).

La integracion talamica de orden superior

Debido a la escasa literatura que existe al respecto del nucleo POm en el
modelo Shank3 es dificil extrapolar y contrastar mucha informacion. POm posee
conexiones reciprocas con diferentes capas de la corteza S1, ademas de recibir una
entrada directa desde la via paralemniscal. Su rol hacia la corteza S1 es del tipo
modulatorio y sus proyecciones hacia S2 son del tipo integrativo. Ya que, al igual
gue S1, tiene una alta tendencia a la actividad incrementada (Figura 12B, barras
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solidas), es posible pensar que la informacion que recibe desde S1 pudiera ser
reducida, lo cual induce una plasticidad al alta en este ndcleo. Otra evidencia que
se genero en los datos es la aportacion inhibitoria dinamica que posee POm, la cual
proviene principalmente desde el nucleo reticular del talamo (NRT) (Pinault, 2004).
En condiciones basales, amplitudes bajas reclutan una inhibicion creciente,
mientras que amplitudes altas lo contrario; este efecto se pierde en Shank3 (Figura
13A y B). Esto podria estar reflejando un mecanismo integrativo alterado, aun se
desconoce si NRT es el causante o es un subsecuente de esta inhibicion alterada.
Es interesante notar que durante el bloqueo con BC y en la mediciéon de AUC hay
un punto de inflexibn entre WT y Shank3 a la amplitud 60V, esto podria estar
hablando de diferentes mecanismos de respuesta segun la cantidad de sinapsis
reclutadas durante la estimulacion, un mecanismo conocido de integracion es la
coincidencia temporal de sinapsis y al ser éste un nucleo de orden superior no es
il6gico pensar que puede ser debido a esto (Buhusi et al., 2016). Los cambios entre
las respuestas al primer y segundo pulso estan menos diferenciadas en POm,
parece que la sinapsis se mantiene estable a diferentes amplitudes (Figura 10C, D
y E), mientras que al bloquear en la condicion BC el efecto disminuye (Figura 11C
y D) pero aparece el cambio dindmico en la plasticidad (Figura 11B). Este efecto
se observa mejor en la medicion de AUC (Figura 13C). Todo esto nos indica que
hay un cambio importante en la integracién de la informacién somatosensorial en el
modelo Shank3, lo cual pudiera estar involucrado en la sintomatologia reflejada del
modelo. Sin embargo, es necesario profundizar la investigacion al respecto, ya que

la falta de antecedentes restringe estos datos a ser meramente descriptivos.

La hipétesis inicial de este trabajo de investigacion era que se encontraria una
amplitud de deflexibn menor en las dos zonas estudiadas, pero los resultados
muestran lo contrario en condiciones basales, apoyando las hipétesis de
desbalance en la Excitacion/Inhibicion ponderado hacia la primera, pero una
aportacion novedosa es la descripcion del componente inhibitorio alterado hacia la
alta también, posiblemente por mecanismos compensatorios, pero con una

temporalidad diferente: de forma inicial ambas estructuras son mas excitables (S1)
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o tienen una mayor facilidad de reclutamiento (POm) que podria sugerir
hiperconectividad; después de la actividad sinaptica inicial exacerbada hay un
componente inhibitorio aumentado, que probablemente estd participando en
mantener un balance en la plasticidad, aunque todo el marco de referencia se haya
desplazado hacia la excitacion.

Este aumento ponderado hacia la excitacion y fallos temporales en la
inhibicién se traducen en actividad neural incrementada en la red y un aumento en
la activacion de redes dispersas a través del cerebro; sin una coordinacion y
secuencia temporal apropiadas el ruido en la red neuronal pudiera estar
aumentando y esto derivar en los fallos en el procesamiento de la informacién
(Bruining et al., 2020; Chen et al., 2020; Schultz, 2007). Los datos obtenidos en este
trabajo muestran cambios en la actividad inhibitoria, los cuales pueden estar
interfiriendo con los ritmos talamo-corticales, especialmente el ritmo gamma (30-
90Hz), para el cual son indispensables las interneuronas inhibitorias y es altamente
sensible al balance excitacion-inhibicion. El ritmo gamma estd asociado con
procesamiento de la informacion en redes locales (Buzséaki & Wang, 2012) y se ha
observado que los pacientes con TEA presentan alteraciones en los ritmos gamma
corticales en tareas sensoriales (Seymour et al., 2019; Simon & Wallace, 2016) y
motoras (An et al., 2018), las cuales podrian explicarse en parte con estos

hallazgos.

Perspectivas:

Los resultados mostrados en esta investigacion pudieran complementarse
aumentando la N experimental, ya que la heterogeneidad en las respuestas
evocadas tras la estimulacion eléctrica en las diferentes zonas registradas genera
una alta varianza, lo cual se refleja en la carencia de significancia en varias de las
comparaciones entre grupos experimentales, aunque sus medias muestren
tendencias claras. Para la corteza S1 la alta complejidad intrinseca en sus circuitos
debe ser explorada a mas profundidad, ya que los patrones de excitacién e
inhibicién son especificos a cada una de las capas, ya que los diferentes tipos de

células e interneuronas juegan un rol diferencial; se puede explorar la respuesta
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especifica a cada capa y asi esclarecer mas como es el flujo de la informacién
dentro de la corteza y coOmo puede estar alterada en el modelo Shank3. Ademas,
estas respuestas pueden a su vez ser disecadas en mas de sus componentes
utilizando otros farmacos, que afecten a las corrientes de potasio y calcio, o a otros
receptores que pudieran estar involucrados en la modulacion de la sinapsis y su
plasticidad, como los dopaminérgicos, serotoninérgicos o de histamina ya que
también hay evidencia que estos sistemas estan alterados en TEA. Para el caso de
POm, la literatura es escasa, es necesario hacer mas experimentos descriptivos de
la fisiologia neuronal de este nucleo para comprender como puede estar
participando de forma diferencial (si es que lo hace) al recibir informacion alterada
desde la corteza. También es importante explorar el nucleo VPM, ya que es el
responsable de llevar parte de la informacion a la corteza y pudiera también estar
presentando cambios en su respuesta, un nodo de la red que también se encuentra

alterado pudiera explicar parte de los efectos observados rio abajo.
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= WT +BC FRST

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Intensidad de estimulacién (V)

Pendiente (UA)

Pendiente (MV/ms)

Pendiente Syn Basal POm SCND

 Shank3 SCND
_WT SCND

0 20 30 40 5 6 70 8 90 100
Intensidad de estimulacion (V)

Pendiente Syn Bicuculina POm SCND

i Shank3 +BC SCND '
“WT +BC SCND

Figura suplementaria 3

0 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Intensidad de estimulacién (V)

Ajustes lineales sobre las curvas de pendientes para las condiciones basal y bicuculina,

primer y segundo pulso POm.
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Diseccion farmacoldgica y restas digitales

1 _Farmacologia Actividad inhibitoria
FV + Exc. + Inh. 1.5 4
mVvV 0 —-‘_f——w
] AR i "va
14 BC- Bas
-1.5 1 s AUC
FV + Exc.
mV 0 T

Sinaptico descontaminado

mV 0+
—— Basal
— Bicuculina
-1+ —— + NBQX / APV -1.57

Figura suplementaria 4
Panel izquierdo (Farmacologia): Diseccion farmacoldgica de corrientes excitatorias,
inhibitorias y salva aferente. Panel derecho superior (Actividad inhibitoria): Resta digital
condicion Bicuculina-Basal e integracion para calcular area bajo la curva (AUC). Panel
izquierdo inferior (sinaptico descontaminado): Resta digital condicion basal-cocktail para

remover salva aferente.
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Anexos

754
5.0
2.5
0.0 4
254
-5.0 4

754

0.0

0.2

0.6

0.8 10 12 14
le6

T
0.0

T
0.4

T
0.6

T T
0.8 10 12 14
le6

Anexo 1: Correccion de offset en los datos. Superior: Pre correccion. Inferior: Post

Senal Promedio

correccion.

Sefal original vs filtrado Savitzky-Golay Ejemplo POm

Ventana

1.8ms 1°Orden Factor 1.18

\oltaje(V)

—0.05
Trazo individual. mismo ensayo
0.6 1

0.4+
0.2 4

0.0 4. i

Voltaje(V)

-0.2

—0.44

—0.6

—— Sefial original
— sedal filtrada

—0.05

0.05

0.10 0.15 0.20
Tiempo(s)

Anexo 2: Filtro Savitzky-Golay. Negro: Pre filtrado. Rojo: Post filtrado. Superior: Sefial
promedio para 20 ensayos. Inferior: Sefial de un solo ensayo.
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Archivo CLEAN O PP50 BC S1-V.csv

concatenado
10
5 r
0 -
_5 |
_10 |
, , . MNdry ero je e‘g'lltos: 21

L L T T T
o0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Eventos

Anexo 3: Display de los 20 eventos concatenados para la exploracion y busqueda de
artefactos en la sefial.

Trazo A-R Basal POM
Grupo Experimental A. Carpeta LFP21

04 —— Amplitud 10
—  Amplitud 20
| —  Amplitud 30
| = Amplitud 50
-2 { —— Amplitud 60
y~  Amplitud 70
-  Amplitud 80
[ s AMPIItUT-90 ™ ™ Ay
— = Amplitud 100
E =4 ST
<
s
o e ———~————
s
_6 e
N VT \\ ~————— R
Y
-8+~ ——
~0.050 ~0.025 0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150
Tiempo (s)
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Amplitud 70 vs Resta Condicion Bicuculina menos Basal

POMAmplitud 70 Basal y Bicuculina

Basal
2 BC
0 -
_2 -
T T T T T T T
—0.050 —0.025 0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150
POMAmplitud 70 Resta
2 -
0 -
_2 -
T T T T T
—0.050 —0.025 0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150
Amplitud 70 vs Resta Condicion Basal menos NBQX
POMAmplitud 70 Basal y Cocktail
Basal
24 K
0 -
_2 -
T T T T T T T
—0.050 —0.025 0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150
POMAmplitud 70 Resta
2 -
0
_2 -
T T T T T T T
—0.050 —0.025 0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150

Anexo 4: Curvas generales y restas. Grafica superior: Trazo promedio de los 20 ensayos
para cada una de las 10 amplitudes. Gréafica media: Resta de condicion Bicuculina —
Basal. Gréfica inferior: Resta de condicién Basal — Cocktail NBQX/AP-V. Nétese que en
ambas restas (trazo negro) se logran apreciar mucho mejor los componentes del Pop
spike que en los trazos individuales (azul y naranja)
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Ejemplo Ajuste lineal, pendiente y R?

Voltaje (mv)
o
1

R?= 0.9846
_3 Pendiente = -2034.3628
T T

T T T T T
0.0450 0.0475 00500 0.0525 0.0550 0.0575 0.0600 0.0625 0.0650
Tiempo (s)

Anexo 5: Ejemplo de medicién de amplitud y ajuste lineal en la deflexién sinaptica,
calculado entre SP y SV

Area bajo la Curva Amplitud 70
S1 Grupo A Carpeta LFP36

4 Primer pulso 4 Segundo pulso

—— Datos seleccionados —— Datos seleccionados
mm Area calculada B Area calculada

Amplitud (mV)
o
1

Area 646.156 Area 190.1603

T T T T -4 T T T
-0.02 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20
Tiempo (s) Tiempo (s)

Anexo 6: Ejemplo de célculo de Area Bajo la Curva. Derecha: Primer pulso. Izquierda:
segundo pulso. Azul: Sefial Base. Naranja: Datos comprendidos en la ventana. Gris: area
calculada.
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-Abre Archivo CSV
-Remueve primeras 5 filas
-Transpone Matriz de datos

-Corrige offset

Cleaner v4
Inicio

Seleccidén de carpeta
& archivos a Limpiar

Filtro Savitzky- “Archivo Filtrado®

Golay Ventana
en nombre? 1ms, 1°orden,
factor 1.18

Seleccion de tipo de
archivos a generar

i Clean en
File_type?

|

Filtro Savitzky-
Golay Ventana
en nombra? 1ms, 1°orden,
factor 1

|

; Filtro Savitzky-
ontiene 51 e Golay Ventana
nombre? 1ms, 1°orden,
factor 1.1

|

Filtro Savitzky-

Golay Ventana

1ms, 1°orden,
factor 1.1

'Estructura no
(dentificada, ¢ continua
con filro estandar?

Si

,_
.

Guarda archivo

SONCATENATED ep
carpeta
Cqncatenatgd

Crea Carpeta
Mat Files

Programa
Finalizado

&Mat en
File_type?

Crea Carpeta
Concatenated

Skip
File

“Archivo
Finalizado

Loop

Mueve todos los Main Loop: Diagrama de flujo
archivos de ltera por todos los Mext F'rograma' Cleaner

corrientes (-l.csv) archivos enlistados File .
a carpeta Raw en Path Version: 4
Paso: 1

Break

Programado por:

Miguel Velasco Orozco
Licenciatura en Neurociencias
2022

"Todos los archivos
impios y relocalizados’

Programa
Finalizado
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anual Depurator v1
Inicio

eleccion de carpeta
de archivos a
Depurar

ltera por todos los archivos
contenidos en Path

¢ El archivo’
empieza con
DEP?

No

Todos los archivos
finalizados"

Programa

Finalizado

Trunca

matrix a 20 [«
eventos I

k4

Renombra archivo a
DEP CLEAN-
¥ guarda

-Abre archivo
-Concatena eventos en una
sola linea
-Genera espacio X para
graficar
-Divide eventos con lineas

Finaliza
programa

Si

Grdfica de todos los eventos en una
sola linea para inspeccion manual en

MatPlotLib.

/No

F 3

Confirmacion

Finaliza
programa,

Remueve los eventos
seleccionados

-5i quedan menos de

20 eventos duplica de

forma aleatoria

Grafica de los eventos ya
depurados en una sola linea
para inspeccién manual en
MatPlotLib.

Confirmacidn
de guardado de
archivo depurado

r
Guarda archivo con nuevos
entos como depurad
DEP CLEAN-

{iene mas de 20,

Introducir nimero de
evento a depurar

Finaliza
Programg

Si tDesea guardar el
archivo como uno ya

depurado?

iEs Necesaria la
depuracién?

Si

LE5 necesario
depurar mas de 1
evento?

A

Seleccidn manual de
todos los eventos a
depurar

-Enlista todos los

eventos

-Remueve los eventos

seleccionados
-5i quedan menos de
20 eventos duplica de
forma aleatoria

Confirmacién

Finaliza
rograma

Diagrama de flujo

Programa: Manual Depurator
Version: 1

Paso: 2

Programado por:

Miguel Velasco Orozco
Licenciatura en Neurociencias
2022
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-Crea paths de
carpetas de trabajo /

Seleccion de carpeta Definir datos yresultados Seleccidn de b &
de archivos a experimentales -Crea esas archivos basales
Analizar carpetas

ﬂ

. . . . Mueve archivos / |
E'f_ﬁc.ll_g?;l gte E'{_icg ;Irfglgte basales a +El set de datos Si Seleccidn de
) ) carpeta Ya contiene condicion archivos condicion
Analizados" Bicuculina? Bicuculina.
No
Ei 6n d Ei 6n d / ) ’/JL-""'# Ejecucién de
I{':c#:sl?glote é:c;zl:gme Seleccion de Si ¢El set de datos Fn.GenPlot
Ty 5 archivos condicién contiene condicién 1
NBQXAP-V. NBQXAP-V?
No . .
Ejecucion de
Ejecucién de Ejecucién de Ejecucién de Fn.TestPlot
Fn.GenPlot PeakDetector, Fn.LatMeas

4

Ejecucidn de
Fn.GenFlot

Ejecucidn de
Hn.AmpSlopeMeak

Mueve archivas
NBQX}/AP-V a

carpeta "Ya
Analizados Ejecucion de

An.AmpSlopeMeak

Mueve archivos
bicuculina a
carpeta Ya
Analizados'

Ejecucion de
Fn.LatMeas

Ejecucidn de
PeakDetector,

Finaliza

Programa Ejecucidn de

PeakDetector

Ejecucién de

n.AmpSlopeMeak Ejecucidn de

Fn.LatMeas

Diagrama de flujo

Programa: AR Curve Analysis
Version: 3.2

Paso: 3

Programado por:

Miguel Velasco Orozco
Licenciatura en Neurociencias
2022
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AUC w2 Seleccion de carpeta ntroduccidn de datos rea carpetas
Inicio de archivos a experimentales de resultados
analizar resultados
Carga datos r”’/
basales y Seleccidn de
bicuculina Path expdata basal file archivos basales

misma amplitud

-

L |
||

Genera indices

Retsta di{_::tal ltera por cada uno de los para los datos E'{_:C.IIZJ:SI?; gte Seleccidn de
en “*f”l“ as datos basales. entre el pulso y . archivos basales
senales 70ms después
—

Loop

Obtiene voltaje
medio 2ms
antes del
segundo pulso
para re-centrar
-

Mensaje de
confirmacidn
¢ Desea continuar?

Break

ltera por cada uno de los
datos basales.

basal_file

Toma los
segmentos de
sefal entre los

indices para
cada pulso
S —

Convierte
indices a
tiempos

rafica de la integracion
por amplitud

Finaliza
Programa

integracién por
amplitud

h 4

Carga datos Exporta matriz de
basales y Llena matriz de amplitudes
_ bicuculina AUC como archivo
rafica los datos de la sefial misma amplitud csv
original, bicuculina y resta para L ) L )
eleccionar los puntos de inicio
del evento
r ." B r B
Resta digital Calcula AUC “Archivo de AUC
entre ambas integrando por uvardado’
sefiales trapezoides g
Introducir marcas ”
temporales de inicio Mext file
de cada evento, para v
cada pulso X Obtiene voltaje Finaliza
medio 2ms Invierte sefial y Programa
antes del foma solamente og
segundo pulso valores =0
para re-centrar
Llena matriz de + Diagrama de flujo
marcas Programa: AUC
temporales v § r R} Versién: 2
Toma los Paso: 6
tiempo para segundo pulso Programado por:
cada pulso

Miguel Velasco Orozco
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2022
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4 Columnas*

10 Filas
(amplitudes)

[ 2 3i no hay BC

Archivo:

AMP SYN [ESTRUCTURAIIGRUPQO][CARPETA]

Amplitud Pulso| |Amplitud Pulso| |[Amplitud Pulso| |Amplitud Pulso

1 Basal 2 Basal 1BC* 2BC* ~

4 Columnas™

10 Filas
(amplitudes)

" 2 Si no hay BC

Archivo:

SLOPE SYN [ESTRUCTURAJIGRUPO][CARPETA]

Pendiente Pendiente Pendiente Pendiente

Pulso 1 Basal | | Pulso 2 Basal Pulso 1 BC* Pulso2BC* | ~_ -

Archivo:
4 Columnas* SLOPE FV [ESTRUCTURA]GRUPO][CARPETA]
10 Filas
(amplitudes) Pendiente Pendiente Pendiente Pendiente
* 2 i no hay BC Pulso 1 Basal | | Pulso 2 Basal Pulso 1 BC* Pulso2 BC * | =~ -7
" Archivo:
4 Columnas LAT BC-BAS [ESTRUCTURA][GRUPO][CARPETA]
10 Filas
(amplitudes) Latencia al Latencia al Latencia al Latencia al
2 Si no hay BC Pulso 1 Basal | | Pulso 2 Basal Pulso 1 BC* Pulso2BC* | ~_ -
Archivo:
2 Columnas CURVA AUC [ESTRUCTURAJIGRUPO][CARPETA]
10 Filas
(amplitudes)
AUC Pulso 1 ‘ ‘ AUC Pulso 2 - ,

Estructura de Archivos de Resultados
Todos los Scripts

Programado por:

Miguel Velasco Orozco
Licenciatura en Neurociencias
2022
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