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El sindrome de Phelan-McDermid (PMS), un trastorno neuroldgico del desarrollo poco frecuente asociado al trastorno del
espectro autista y a la discapacidad intelectual, estd causado por deleciones en el cromosoma humano 22q13 o por mutaciones
en el gen SH3 y multiples dominios de repeticion de ankirina 3 (SHANK3). El PMS es muy debilitante y los tratamientos
existentes son ineficaces. E1 SHANKS3 interactiia con al menos tres receptores sinapticos a través de proteinas asociadas a la sinapsis,
algunas de las cuales se encuentran aguas arriba de las vias de sehalizacion del complejo 1 de la diana mecénica de la rapamicina
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Sindrome de Phelan-McDermid
Modelo de raton Shank3 KO
Metformina

Trastorno del espectro autista

o 8 en mamiferos (MTORC1) y de la proteina quinasa activada por mitogenos/quinasa regulada por sefiales extracelulares
Aprendizaje y memoria

(MAPK/ERK). Se ha demostrado que la metformina, un inhibidor de las vias de sefializacion mTORC1 y MAPK/ERK, corrige

:j[zggi;]( los fenotipos centrales en un modelo de raton con sindrome de X fragil, lo que ofrece un potencial terapéutico para el PMS. Los
ratones machos Shank3B—— , un modelo de raton con PMS, y los ratones de tipo salvaje fueron tratados desde el nacimiento con
metformina (5 mg/ml) o un vehiculo. Los ratones Shank3B—— mostraron un aumento del acicalamiento, una disminucion de la
interaccion social, una reduccion de la duracion y la frecuencia de las vocalizaciones ultrasénicas y un deterioro de la memoria
dependiente del hipocampo. Se observo una actividad regulada al alza de mTORCI en el hipocampo y la corteza prefrontal, junto con
una disminucion de la expresion de la proteina sinaptosomal en el estriado de GIuN2B (un N-metil-
Subunidad del receptor D-aspartato (NMDAR), Homerl (una proteina asociada a la sinapsis) y GluA2 (una subunidad del receptor de
4cido a-amino-3-hidroxi-
droxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPAR)), todas las cuales interactGan con Shank3. El tratamiento con metformina desde el
nacimiento corrigio el
El tratamiento con metformina desde el nacimiento corrigié las deficiencias conductuales fundamentales, la traduccion
exagerada del ARNm y la disminucién de la expresion de la proteina sinaptica estriatal. Teniendo en cuenta su excepcional
perfil de seguridad, la metformina es una opcidn terapéutica prometedora para una rapida traduccion clinica del tratamiento del
SPM.

1. Introduccién y el 77 % sufre discapacidad intelectual (DI) de moderada a grave (Cammarata-

Scalisi et al., 2022).

El sindrome de Phelan-McDermid (PMS) es un trastorno neurolégico del ) El TEA es un trastorno dél desarrollo neurologico prevglente que se
desarrollo poco frecuente que afecta aproximadamente a una de cada 10 000 diagnostica en uno de cada 36 niflos de 8 aflos en los Estados Unidos, segin los
personas (Fundacion del Sindrome de Phelan-McDermid, 2025). Esta causado por una Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, con una tasa de
delecion de la porcion distal del cromosoma 22q13 o una mutacion/delecion del incidencia cuatro veces mayor en los varones que en las mujeres (Maenner et al.,
gen SH3 y multiples dominios de repeticion de ankirina 3 (SHANK3) (Phelan et 2023). Las caracteristicas principales del TEA son los déficits en la
al., 2022). La enfermedad se manifiesta por retraso en el desarrollo, trastornos comunicacion social y los comportamientos repetitivos (Asociacion Americana
del habla e hipotonia neonatal (Cammarata-Scalisi et al., 2022). La mayoria de los de Psiquiatria, 2013). Las afecciones asociadas son trastornos del suefio y del
nifios (80 %) presentan un trastorno del espectro autista (TEA) estado de animo, ansiedad, trastorno por déficit de atencidén con hiperactividad

(TDAH), convulsiones y discapacidad intelectual (Asociacion Americana de
Psiquiatria, 2013).
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La memoria desempefia un papel crucial en la formacion de relaciones
sociales, ya que enriquece el material conversacional con recuerdos personales,
lo que hace que las interacciones sean fiables y empaticas (Bluck, 2003). Las
deficiencias en la memoria exacerban los sintomas del sindrome premenstrual
(SPM) y del trastorno del espectro autista (TEA) (Desaunay et al., 2020). Se han
descrito deterioros de la memoria en pacientes con PMS en comparacién con
controles y personas con TEA idiopatico durante la presentacion posterior al
cambio de una tarea de comparacion visual (Guillory et al., 2021).

SHANKS3 es un miembro de la familia de proteinas de andamiaje sindptico
SHANK, que también incluye SHANKI1 y 2 (Sheng y Kim, 2000). Reside en las
sinapsis excitatorias y contiene cinco dominios conservados (fig. 1): repeticion
de ankirina (ANK), homologia Src-3 (SH3), densidad postsinaptica 95/Discs
large/Zonula occludens-1 (PDZ), rico en prolina (Pro)

y el motivo alfa estéril (SAM) (Delling y Boeckers, 2021; Sheng y Kim, 2000).
Los dominios interactiian con los filamentos de actina a través de la o-fodrina y
la cortactina, y con diversos receptores a través de la sinapsis asociada.

proteinas: Homer, proteina asociada a la guanilato quinasa (GKAP), proteina de
densidad postsinaptica 95 (PSD-95) y proteina interactora del receptor de
glutamato (GRIP), para mantener la funcidn y la estructura de la sinapsis (Sheng
y Kim, 2000; Urrutia-Ruiz et al., 2022). Algunos de los
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receptores son receptores metabotropicos de glutamato (mGluR), receptores de
acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropioénico (AMPAR) y

receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR) aguas arriba de las vias de sefializacion del
complejo 1 de la diana mecanica de la rapamicina en mamiferos (mMTORC1) y de
la proteina quinasa activada por mitégenos/quinasa regulada por sefales
extracelulares (MAPK/ERK) (Gallagher et al., 2004; Krapivinsky et al., 2003;
Santini y Klann, 2014).

SHANK3 desempeiia un papel clave en la transmision sinaptica, la
maduracion de las espinas dendriticas, la organizacion del citoesqueleto y el
aprendizaje y la memoria dependientes del hipocampo (Durand et al., 2012;
Kouser et al., 2013; Wang et al., 2014). Mas alla de su funcién postsinaptica bien
establecida, SHANK3 también influye en la funcién presinaptica a través de la
seflalizacion transsinaptica Neurexina-Neuroligina (Arons et al., 2012), lo que
subraya su importancia en la comunicacion sinaptica bidireccional. Ademas de
su funcion principal en las sinapsis excitatorias, pruebas recientes destacan su
importante contribucion a las interacciones entre neuronas y oligodendrocitos.
SHANKS3 se expresa en los oligodendrocitos y contribuye a su maduracion y
mielinizaciéon (Ma et al., 2025), procesos que dependen del glutamato liberado
por las neuronas. La mielinizacion adecuada es esencial para la funcion neuronal
y la conductividad axonal, y la deficiencia de SHANK3 se ha asociado con la
sustancia blanca.

@ Glutamate

Fig. 1. Representacion esquematica de la conexion hipotética entre SHANKS3 y la traduccion del ARNm. SHANK3 desempena un papel fundamental en el desarrollo sinaptico y la funcién cerebral
y contiene cinco dominios conservados para interactuar con proteinas asociadas a las sinapsis. Los dominios desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal son un dominio ANK

, que interactta con los filamentos de actina a través de la a-fodrina. Un dominio SH3 media la uniéon al AMPAR a través de GRIP. Un dominio PDZ se une a GKAP, que
interactia con PSD-95 y, en consecuencia, con NMDAR, neuroligina y AMPAR. Un dominio Pro une mGluR con filamentos de actina a través de Homer y cortactina.

proteinas. Un dominio SAM participa en la polimerizacion de las moléculas Shank de forma dependiente del zinc. SHANK3 afecta a los receptores situados aguas arriba de las vias de sefalizacion

mTORC1 y MAPK/ERK, como los mGluR y los NMDAR.
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Anomalias en la materia tanto en pacientes con PMS como en modelos murinos
(Fischer et al., 2024; Jesse et al., 2020; Malara et al., 2022). Estos hallazgos
muestran que SHANKS3 contribuye al funcionamiento de los circuitos neuronales
no solo a través de mecanismos sindpticos, sino también al favorecer la
comunicacion axén-glial y la integridad de la mielina.

Segin Ensembl, SHANK3 existe en 12 variantes de transcripcion en
humanos y 10 en ratones, debido al uso alternativo de promotores y al empalme
(Ensembl, 2025). SHANK3 muestra patrones de expresion dispares en las regiones
cerebrales y los tipos de células de los ratones, y se regula de forma diferente en
las etapas de desarrollo y la actividad neuronal (Wang et al., 2014). Las
isoformas difieren en su localizacion subcelular y en su impacto en la densidad y
la longitud de las espinas dendriticas. Las mutaciones y deleciones en SHANK3
provocan anomalias en la sefializacion sinaptica y la plasticidad, que subyacen a
los déficits de comportamiento en el PMS (Cammarata-Scalisi et al., 2022).

Las aberraciones de SHANK3 se encuentran en el 1-2 % de los pacientes con TEA y
hasta en

El 2 % de los pacientes con DI, lo que la convierte en una de las causas
monogénicas comunes

del TEA y la DI (Cammarata-Scalisi et al., 2022; Leblond et al., 2014).

Cinco modelos establecidos de ratones knockout (KO) Shank3 recapitulan
las caracteristicas clinicas observadas en el PMS y el TEA: deficiencias en la
interaccion social, comportamiento repetitivo, ansiedad, epilepsia y deficiencias
en la memoria (Delling y Boeckers, 2021; Peca et al., 2011). Se ha estudiado la
memoria a corto y largo plazo en estos modelos, obteniéndose resultados
contradictorios por varias razones: diferentes antecedentes genéticos, edad de los
ratones y protocolos de comportamiento variables (Cope et al., 2023; Dhamne et
al., 2017; Jaramillo et al., 2016). En este estudio, utilizamos el modelo de raton
Shank3B—— (Peca et al., 2011), en el que se han eliminado los exones 13 a 16 del
gen Shank3, 1o que ha provocado la pérdida del dominio PDZ y la alteracion de
las isoformas de Shank3 que contienen este dominio. Estos ratones muestran un
aumento del acicalamiento, déficits en la interaccion social, hipomovilidad,
disminucion de la frecuencia de vocalizaciones ultrasonicas (USV) y alteraciones
en las neuronas espinosas medianas (MSN) y en la composicion de la densidad
postsinaptica en el estriado (Dhamne et al., 2017; Pagani et al., 2019; Pega et al.,
2011).

Se investigaron el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) y la
insulina como posibles tratamientos para el PMS (Kolevzon et al., 2022;
Zwanenburg et al., 2016). La administraciéon de IGF-1 corrigié la sefializacion
AMPA, la potenciacion a largo plazo y el rendimiento motor en un modelo de
raton con PMS, y restaur6 la transmisién sinaptica excitatoria en neuronas
derivadas de células madre pluripotentes inducidas de pacientes con PMS
(Bozdagi et al., 2013; Shcheglovitov et al., 2013). En consecuencia, la inyeccion
subcutanea de IGF-1 mejord el comportamiento repetitivo y la hiperactividad en
niflos de 5 a 15 aflos, mientras que la insulina intranasal generé mejoras en las
habilidades sociales y la cognicion solo en nifios mayores de tres afios (Kolevzon
et al., 2022; Zwanenburg et al., 2016). El alto coste, la accesibilidad limitada y la
necesidad de inyectar IGF-1, junto con el efecto secundario de la hipoglucemia
relacionado con la insulina, limitan su utilidad, lo que pone de relieve la
necesidad de alternativas mas accesibles (Amiel, 2021; Cammarata-Scalisi et al.,
2022; Kolevzon et al., 2022).

La eficacia demostrada de la sefalizacion de la insulina para tratar el
sindrome premenstrual nos llevé a examinar la metformina, un farmaco
aprobado por la FDA para la diabetes tipo 2, como farmaco terapéutico. La
metformina suprime las vias mTORC1 y MAPK/ERK, que a menudo se
hiperactivan en trastornos con una alta incidencia de TEA (Gantois et al., 2019).
Gantois et al. informaron de que la administracion cronica de metformina
disminuia la fosforilacion de MAPK/ERK y del factor de iniciacién eucaridtico
4E (eIF4E), y corregia los fenotipos centrales en el modelo murino del sindrome
de X fragil (FXS), como el comportamiento repetitivo y la interaccion social
(Gantois et al., 2017). El momento de la administracion de la metformina
desempeifia un papel fundamental en la modulacion de las vias de sefializacion.
Concretamente, el tratamiento con metformina iniciado al nacer en el modelo
murino de FXS, pero no en la edad adulta, rescatd la senalizacion mTORC1
(Choi et al., 2024; Gantois et al., 2017). En cuanto al modelo murino de FXS, los
estudios en modelos murinos Shank3 KO informaron de un aumento de la
sintesis de proteinas cerebrales y de la actividad mTORC1 (Mencer et al., 2021;
Torossian et al., 2021). Dados los prometedores resultados, la metformina se
encuentra actualmente en ensayos clinicos para el tratamiento del FXS (Biag et al.,
2019; Dy et al., 2018; EE. UU.
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Biblioteca Nacional de Medicina, 2025).

Este estudio describe comportamientos similares al autismo, deterioro de la
memoria y aumento de la sefializacion mTORCI1 en ratones Shank3B——. La
administracion de metformina desde el nacimiento corrigié los trastornos del
comportamiento y normalizé la via mTORCI1 y las proteinas sinaptosomales
estriatales. En conjunto, estos hallazgos deberian impulsar el desarrollo de
tratamientos eficaces y accesibles para el PMS.

2. Métodos
2.1. Ratones y tratamiento

Se utilizaron ratones machos WT y Shank3B—— con fondo C57BL/6J (Jackson
Laboratories, Shank3™26fe | catalogo n.° 017688) (Peca et al., 2011). Los ratones
homocigotos WT y Shank3B—— se criaron por separado, y la descendencia se
gener6 a partir de parejas reproductoras del mismo genotipo. Por lo tanto, los
ratones WT y Shank3B—— utilizados en este estudio no eran de la misma
camada. Los ratones se alojaron en grupos de hasta cinco por jaula (jaula de
plexiglas de 19,1 cm % 29,2 cm x 12,7 cm, Allentown) con lecho de mazorca de
maiz Teklad (Envigo) y un cuadrado de material para nidos (Nestlets, Ancare),
sin enriquecimiento ambiental adicional. Los animales tenian acceso ad libitum a
la comida (Teklad irradiada sin proteina de soja global

dieta extruida para roedores, Ino tiv) y agua, y se mantuvieron en condiciones
estandar de temperatura (20-21 *© C) y humedad (55 %) y ciclos de 12 h:12 h de
luz-oscuridad (7:00-19:00 h, periodo de luz) en una instalacion especifica

instalacion libre de patoégenos (SPF).

Se administr6 metformina (5 mg/ml, Sigma-Aldrich, 317240) o vehiculo
(agua) diariamente a partir de un dia después del nacimiento. Antes del destete,
los ratones recibieron metformina a través de la leche materna de sus respectivas
madres, que recibieron metformina a través del agua potable (Hale et al., 2002).
Aunque esto da lugar a una menor exposicion durante el periodo de lactancia, en
consonancia con la relacion leche-plasma de 0,35 en los seres humanos, este
enfoque garantiza que el tratamiento comience en una fase temprana del
desarrollo. Después del destete, los ratones fueron tratados con metformina o
vehiculo directamente a través del agua potable. Esta dosificacion se eligid
basandose en Memmott et al., quienes informaron de que los ratones que recibian

5 mg/ml alcanzaban un

concentracion plasmatica de 1,70 pg/mL, lo que corresponde a las
concentraciones en estado estacionario en humanos (O 5-2 pg/mL) (Memmott et
al., 2010). Los ratones

se asignaron a grupos de vehiculo o metformina al nacer, con asignaciones
equilibradas para obtener grupos de tamafio similar.

El personal cualificado superviso a los ratones al menos una vez por semana
para evaluar su salud general y su bienestar antes, durante y después de los
experimentos. Los procedimientos siguieron las directrices del Consejo
Canadiense para el Cuidado de los Animales y fueron aprobados por la
Universidad McGill.

2.2. Pruebas de comportamiento

Antes de comenzar las pruebas de comportamiento, los ratones fueron
trasladados a una instalacion convencional para animales y se les permitio
aclimatarse durante al menos una semana para minimizar el estrés ambiental.
Para reducir alin mas el estrés relacionado con la manipulacion, los ratones
fueron manipulados durante tres dias consecutivos durante un minuto cada dia.
Las pruebas se llevaron a cabo por la mafana durante el ciclo de luz, salvo que se
indique lo contrario. Los ratones se aclimataron a la sala de pruebas de
comportamiento durante al menos 30 minutos antes de cada prueba, y durante un
minimo de 1 hora para el ensayo de tres camaras. Durante las pruebas de
comportamiento, el orden de los ratones se intercald entre los grupos de
genotipos y tratamientos para minimizar los efectos del orden. Entre cada raton, cada
objeto o aparato de prueba se limpié con Versa-Clean (Fisher Scientific). Las
pruebas y la puntuacion se realizaron de forma ciega. Se utilizaron las mismas
cohortes de ratones para las pruebas de campo abierto, NOL y NOR, que se
realizaron de forma secuencial y luego se combinaron para su analisis. Todas las
demas pruebas de comportamiento se realizaron en grupos separados de ratones,
con una cohorte por prueba, excepto la prueba de tres camaras, que se evalud en
dos cohortes independientes.
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2.2.1. Pruebade acicalamiento

Se llend una jaula de plexiglas (19,1 cm % 29,2 cm % 12,7 cm) sin valvula,
similar a la jaula doméstica, con aproximadamente 1 cm de material de cama
fresco (Teklad Corncob Bedding, Envigo), pero sin material para construir nidos,
como se ha descrito anteriormente (Huang et al., 2024). Todas las pruebas se
grabados con una camara situada frente a la jaula. Los ratones (machos de entre 8
y 10
semanas) se colocaron en la jaula de plexiglas durante 20 minutos. Los primeros
10 minutos
se consideraron la fase de habituacion, mientras que el tiempo restante se utilizo
para los datos de acicalamiento. El comportamiento de acicalamiento se analizd
como el tiempo dedicado al acicalamiento y el numero de sesiones de
acicalamiento. Se considera episodio de acicalamiento cualquier instancia de
actividad de acicalamiento, independientemente de si el raton completa algunas o
las cuatro etapas del acicalamiento (desde el lamido inicial de las patas alrededor
de la nariz y los bigotes hasta el acicalamiento del cuerpo y la cola) (Kalueff et al.,
2015). La puntuacion se realizd6 manualmente utilizando un cronémetro. Los datos
se analizaron con un ANOVA bidireccional seguido de

prueba de comparaciones multiples de Bonferroni.

2.2.2. Prueba de sociabilidad en tres camaras y preferencia por la novedad social

Se utiliz6 un aparato de plexiglas de tres cAmaras compuesto por una camara
central (36 cm x 28 cm * 30 cm) separada de dos camaras laterales (cada una de
29 cm % 28 cm * 30 cm) por paredes de plexiglas (Stoelting Co.), tal y como se
ha descrito anteriormente (Rein et al., 2020). Las camaras estaban
interconectadas a través de puertas, cada una de ellas equipada con una puerta
corredera extraible. Ademas, se colocd una jaula de alambre en cada cdmara
lateral para albergar un estimulo. Todas las pruebas se grabaron con una camara
cenital para su posterior analisis. En cada fase del experimento, el raton de
prueba (macho

de 9 a 11 semanas) se colocé en la camara central y, al abrir

las puertas, se le permitié al raton explorar libremente durante 10 minutos. La
prueba

El raton fue devuelto a su jaula durante un descanso de 5 minutos entre cada
fase. Durante la fase de habituacion, las jaulas de alambre de las camaras
laterales se dejaron vacias. En la fase previa a la prueba, se coloco una sola bola
de papel en cada jaula de alambre para que el raton se acostumbrara a la
presencia de un objeto en su interior. Posteriormente, en la fase de preferencia
social, una jaula de alambre albergaba un estimulo social (Extrafio 1), mientras
que la jaula de alambre opuesta contenia un estimulo no social (un cubo de
madera morado). En la fase final (novedad social), el estimulo no social se
sustituyd por un raton nuevo (Extrafio 2); asi, el estimulo social inicial, Extrafio 1,
se convirtié en el raton familiar. Los ratones extrafios utilizados como estimulos
eran ratones C57BL/6 J de la misma edad, sexo y peso corporal. Las jaulas de
alambre que contenian al Extrafio 1 o al objeto se alternaron entre los ratones de
prueba para garantizar la variabilidad. El tiempo dedicado a olfatear las jaulas de
alambre se puntué manualmente con un crondémetro. La exploracion se puntud
cuando el raton orientd su nariz hacia la copa de alambre con una investigacion
activa (olfateando, tocando o inspeccionando de cerca), segun la evaluacion
visual del experimentador. El indice de preferencia social se determind por la
cantidad de tiempo dedicado a explorar el estimulo social en comparacion con el
tiempo total dedicado a explorar ambos estimulos. El indice de novedad social se
evalu6 en funcion del tiempo dedicado a explorar al raton Extrafio 2 en relacion
con el tiempo total dedicado a explorar a ambos ratones extrafios. Se aplicé un
criterio de exclusion de un tiempo minimo de exploracion de 20 s, como se ha
descrito anteriormente (Leger et al., 2013).

Los datos se analizaron con un ANOVA bidireccional seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni

2.2.3. Prueba de vocalizacion ultrasénica

Se utilizaron como estimulos hembras WT de la misma edad y con el mismo
origen C57BL/6 J que el raton macho de prueba (de entre 7 y 11 semanas de
edad). La mafiana de la prueba de vocalizacion ultrasonica (USV), se tomaron
frotis vaginales de cada hembra.

Se tomaron muestras de estimulo para determinar su estado en el ciclo estral
sujetandolas por la cola y recogiendo una muestra vaginal con un bastoncillo de
algodon previamente empapado en PBS. Las muestras se tifieron con cristal violeta (1
minuto en cristal violeta y 1 minuto en agua bidestilada, tres veces cada una), se
dejaron secar y se analizaron al microscopio. Solo las hembras en celo completo
(células epiteliales escamosas predominantemente cornificadas que se
encuentran en grupos densamente agrupados) fueron seleccionadas como
estimulos (McLean et al., 2012). Después de eso, se instald una jaula limpia con
aproximadamente 1,5 cm de material de cama con una rejilla, pero sin tapa, en
una camara aislada con un
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micréfono ultrasénico (micréfono ultrasénico de condensador Avisoft-
UltraSoundGate CM16/CMPA; Avisoft Bioacoustics) suspendido a 20 cm por encima
de la jaula. Se introdujo al ratobn macho de prueba en la jaula y, tras 10 minutos
de habituacioén, se introdujo en la jaula una hembra en pleno celo. A
continuacion, se dejé que los dos ratones interactuaran durante 5 minutos
mientras se grababa la interaccion con el software Avisoft-RECORDER (version
4.2.27; Avisoft Bioacoustics; RRID:SCR_014436). Se utilizé una jaula nueva para
cada raton de prueba, y cada hembra estimulante interactué con no mas de tres
ratones machos al dia, con al menos media hora de descanso entre pruebas, como
se ha descrito anteriormente (Ferhat et al., 2016). Los datos se analizaron con el
software Avisoft-SASLab Pro (version 5.2.12; Avisoft Bioacoustics) y se
clasificaron en llamadas por minuto y duracion de los USV utilizando un archivo
Python de creacion propia (Marsal-Garcia, 2024). Los datos se analizaron con un
ANOVA bidireccional

seguido de la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni.

2.2.4. Localizacién de objetos nuevos

Se coloco a los ratones (machos de entre 17 y 21 semanas) individualmente,
durante 4 dias, en una caja de paredes blancas (50 cm % 50 cm %X 30 cm) con una
estrella en una de las paredes como

Pista de posicion. Cada dia, excepto el dia 4, se realizo una sesion de prueba por
la mafiana y otra por la tarde, y entre sesiones se devolvid a los ratones a su jaula
para que descansaran y se hidrataran. El dia 1 (aclimatacion), se colocd a los
ratones en el aparato de prueba vacio durante 10 minutos por la mafiana y por la
tarde para que se acostumbraran al entorno. Los dias 2 y 3 (entrenamiento), se
colocaron dos objetos idénticos en el centro de la caja y se devolvid a los ratones
al aparato durante 10 minutos en cada sesion, por la mafiana y por la tarde, para
que exploraran los objetos. El dia 4 (prueba), 24 horas después de la ultima
sesion de entrenamiento, uno de los objetos utilizados los dias 2 y 3 se traslado a
un lugar nuevo y se volvio a introducir a los ratones para que exploraran este
entorno durante 10 minutos. La nueva ubicacion se equilibrd entre los ratones de
prueba variando el objeto que se movia y su posicion especifica dentro de la caja.
Esto garantiz6 que la ubicacion del objeto nuevo fuera diferente entre los
ensayos, minimizando el sesgo posicional. Todas las pruebas se grabaron con una
camara situada en la parte superior de la caja para su posterior analisis con
EthoVision XT (RRID:SCR 000441). La exploracion de los objetos se cuantificd
como el tiempo dedicado a interactuar con el objeto. Definimos una zona de
exploracién como una region circular de 10 cm de didmetro centrada en cada
objeto, siguiendo los procedimientos estandar de EthoVision. Esta zona incluia el
propio objeto. El tiempo de exploracion se analizé cuando el

Se detectd la punta de la nariz del raton dentro de esta zona definida. Preferencia por
la nueva ubicacion, también denominada indice de discriminacion, se

calculé como la diferencia entre el tiempo dedicado a explorar la ubicacion del
objeto nuevo y el tiempo dedicado a explorar la ubicacion del objeto familiar en
relacion con el tiempo total dedicado a explorar ambas ubicaciones (Huang et al.,
2025). Se aplico un criterio de exclusion de un tiempo minimo de exploracion de
20 s, tal y como se ha descrito anteriormente (Leger et al., 2013). Los datos se
analizaron con un ANOVA de tres vias de disefio mixto o un ANCOVA no
paramétrico.

utilizando la prueba de Quade, seguida de la prueba de comparaciones multiples

de Bonferroni

2.2.5. Reconocimiento de objetos nuevos

Se colocé a los ratones (machos de entre 18 y 22 semanas de edad)
individualmente, durante 4 dias, en una caja de paredes blancas (50 cm X 50 cm %
30 cm) con una estrella en una de las paredes como

Pista de posicion. En la prueba de reconocimiento de objetos nuevos (NOR),
cada dia solo se realizaba una sesion de prueba por la manana, a diferencia de la
prueba de localizaciéon de objetos nuevos (NOL). El dia 1 (habituacion), se
coloco al raton en la caja vacia durante 10 minutos para que explorara el aparato.
Los dias 2 y 3 (entrenamiento), se colocaron dos objetos idénticos (familiares) en
el centro de la caja y se volvio a introducir al raton en la arena durante 10
minutos para que explorara los objetos. El dia 4 (prueba), uno de los objetos se
cambid por otro diferente. A continuacion, se volvid a introducir al ratén para
que explorara el objeto nuevo. Al igual que en la prueba de localizacion
novedosa, la ubicacion del objeto nuevo variaba entre los ratones de prueba para
garantizar un sesgo posicional minimo. Todas las pruebas se grabaron con una
camara situada en la parte superior de la caja para su posterior analisis con
EthoVision XT (RRID:SCR_000441). La exploracion del objeto se cuantificd
como el tiempo dedicado a interactuar con ¢l. Definimos una zona de
exploracion como un circulo de 10 cm de diametro.
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region centrada en cada objeto, siguiendo los procedimientos estandar de
EthoVision

. Esta zona incluia el propio objeto. Se analiz6 el tiempo de exploracion cuando
se detecto la punta de la nariz del raton dentro de esta zona definida. Se calcul6 la
preferencia por el objeto nuevo, o indice de discriminacion,

como la diferencia entre el tiempo dedicado a explorar el objeto nuevo y el
tiempo dedicado a explorar el objeto familiar en relacion con el tiempo total
dedicado a explorar ambos objetos (Huang et al., 2025). Se aplicé un criterio de
exclusion de un tiempo minimo de exploracion de 20 s, tal y como se ha descrito
anteriormente (Leger et al., 2013). Los datos se analizaron con un disefio mixto
de tres vias

o un ANCOVA no paramétrico utilizando la prueba de Quade, seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni.

2.2.6. Locomocion en campo abierto

Los ratones (machos de entre 18 y 22 semanas) se colocaron individualmente
en una caja de paredes blancas (50 cm % 50 cm % 30 cm) con una estrella en una
de las paredes como posicion.

pista durante 10 minutos (Wiebe et al., 2020). Todos los ensayos se grabaron con
una camara situada en la parte superior de la caja para su posterior analisis con
EthoVision XT (RRID: SCR _000441). Se midié el tiempo dedicado al
movimiento (movilidad) y el tiempo en la zona central frente al tiempo en la
zona exterior (ansiedad). Los datos se analizaron con la prueba no paramétrica
bilateral U de Mann-Whitney (sin distribucion normal: p < 0,05 para la prueba
de Shapiro-Wilk) para la ansiedad y con un ANOVA bidireccional para la
movilidad.

2.2.7. Pruebade la caja de luz-oscuridad

El aparato de prueba consistia en una camara cerrada de color negro oscuro y
una camara blanca abierta por la parte superior (40 cm x 40 cm x 20 cm)
conectada

a través de una pequeia abertura. Se colocd una luz brillante (~390 1x) sobre la
camara abierta (Gantois et al., 2017). Se coloc6 a los ratones (machos de 9-10
semanas) en el lado iluminado y se les dejo explorar libremente el aparato
durante 10

minutos mientras se les grababa desde arriba. El tiempo que pasaban en cada
camara se anotaba manualmente con un cronémetro. Los datos se analizaron con
la prueba no paramétrica bilateral U de Mann-Whitney (sin distribucion normal:
p < 0,05 para la prueba de Shapiro-Wilk).

2.2.8. Laberinto en cruz elevado

El aparato de prueba consistia en dos brazos cerrados y dos brazos abiertos
orientados en forma de signo mas y elevados del suelo (Stoelting). Se esparcid
serrin sobre la superficie para proporcionar contraste entre el

raton y el laberinto y dar al raton algo de traccion. El serrin se reemplazé segun
fue necesario entre ratones. Los ratones (machos de 10 a 15 semanas de edad)
fueron colocados en el centro del laberinto en forma de mas y eran libres de
explorar todos los

brazos durante 5 minutos mientras se les grababa desde arriba (Wiebe et al.,
2020). El tiempo que pasaban en los brazos abiertos y cerrados se utilizé como
medida de la ansiedad generalizada. La puntuacion se realizé manualmente con
un cronémetro. Los datos se analizaron con la prueba no paramétrica bilateral U
de Mann-Whitney (sin distribucion normal: p < 0,05 para la prueba de Shapiro-
Wilk).

2.3. Electrofisiologia

Se obtuvieron cortes del hipocampo de ratones WT o

Shank3B—— de 25 a 40 dias de edad. Los ratones fueron anestesiados
profundamente con isoflurano y sacrificados por decapitacion. Los cortes (400
um) se realizaron con un vibratomo (Leica Microsystems, VT1200S) en una
solucion a base de sacarosa que contenia

siguiente (en mm): 280 sacarosa, 26 NaHCO; , 10 glucosa, 1,3 KCI, 1 CaCl, y
10 MgCl, y se transfirieron a 32 °C en liquido cefalorraquideo artificial regular
(ACSF) que contenia lo siguiente (en mm): 124 NaCl, 5 KCl, 1,25 NaH, PO, , 2
MgSO, , 26 NaHCO; , 2 CaCl, y 10 glucosa saturada con 95 % O, /5 % CO,
(pH 7,3, 300 mOsm) durante 15 minutos antes de reposar a temperatura ambiente
(TA) durante 1 hora en ACSF oxigenado (95 % O, /5 % CO, ). Para el registro,
los cortes se transfirieron a una camara con temperatura controlada (32 ° C) con
ACSF oxigenado. Para evaluar la depresion a largo plazo (LTD) dependiente del
receptor metabotropico de glutamato (mGIuR) del grupo I, los cortes se
colocaron en una camara de registro calentada (32 ° C) de un microscopio
vertical (DM LFSA Microsystems) y se perfundieron continuamente con ACSF
normal. 3,5-dihidroxifenilglicina
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(DHPG) (100 pM) se aplico durante 5 minutos tras el registro basal. Se
registraron potenciales postsinapticos excitatorios de campo (fEPSP) en el

estrato radiado, una capa de la region CA1 del hipocampo, utilizando

microelectrodos de vidrio llenos de NaCl 3 M. La inhibicion mediada por el
receptor GABAA fue bloqueada con 100 um de picrotoxina, y el area CA1 fue
aislada quirargicamente de CA3 para evitar actividad epileptiforme. Los fEPSP
fueron

provocada a 0,1 Hz por un estimulador digital alimentado por una unidad aislante
de estimulacion. Todos los analisis de datos se realizaron con un software
personalizado en Igor Pro 8 (Wavemetrics). La pendiente fEPSP se midié como
indice de la fuerza sinaptica. Los datos se analizaron con una prueba t bilateral
estandar.

2.4. Preparacién de sinaptosomas

Se aislaron los estriados de ratones (machos de 8 a 11 semanas de edad), se
congelaron en nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80 °C. La extraccion de
sinaptosomas se realizé utilizando el reactivo de extraccion de proteinas sinapticas

Syn-PER™

(87 793, Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante

. Se utiliz6 el reactivo Syn-PER refrigerado con proteasa y fosfatasa

Se utilizaron inhibidores (469315901, Roche; P5726-5ML, P0044-5ML, Sigma-
Aldrich) para homogeneizar el tejido del estriado. El homogeneizado se
centrifugd a 1200 x g durante 10 minutos a 4 °C. Se desech¢ el sedimento con los
restos y el sobrenadante se centrifugd de nuevo a 15 000 x g durante 20 minutos
a 4 © C. La fraccion citosdlica (sobrenadante) y el sedimento sinaptosomal se
lavaron por separado mediante centrifugacion a 15 000 x g durante 10 minutos a
4 °C. El sedimento de sinaptosomas se suspendid en tampon RIPA
(radioinmunoprecipitaciéon) helado (R0278, Sigma-Aldrich) que contenia
inhibidores de proteasas y fosfatasas (como se ha indicado anteriormente) y se
utilizo para el posterior analisis por Western blotting.

2.5. Western blotting

Se aislaron el hipocampo, la corteza prefrontal y el estriado de cada raton
(machos de entre 8 y 11 semanas de edad), se congelaron en nitrogeno liquido y se
conservaron a -80 °C. Se utilizé un tampon RIPA helado (R0278, Sigma-Aldrich)
que contenia
mezcla de inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas (469315901,
Roche; P5726-5ML, P0044-5ML, Sigma-Aldrich) para homogeneizar las
muestras para la extraccion de proteinas.

Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de homogeneizados de tejido
completo (tampén RIPA) o fracciones de sinaptosomas (véase Preparacion de
sinaptosomas) y se procesaron para Western blotting como se describe a
continuacion. Los extractos se desnaturalizaron por calor (5 min, 95 ° C), se
separaron mediante SDS-PAGE al 7 % o al 10 %, se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa y se sometieron a inmunotransferencia. Las membranas se
despojaron en 25 mM de glicina-HCI, pH 2,0 y 1 % de SDS durante 30 minutos
a temperatura ambiente, seguido de tres lavados con TBS-T (TBS, 0,1 % Tween
20) antes de volver a sondear. La inmunorreactividad se detectdé mediante
quimioluminiscencia mejorada (plus-ECL, PerkinElmer, Inc.) tras la exposicion a
una pelicula de rayos X (Denville Scientific, Inc.). Cuantificaciéon de la
inmunorreactividad.

Los noblots se realizaron con ImageJ (Institutos Nacionales de Salud). Se
utilizaron gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), B-tubulina o B-
actina como control de carga para las proteinas totales. Las proteinas fosforiladas

proteinas se normalizaron con respecto a sus formas no fosforiladas. Los
anticuerpos

anticuerpos se describen en la Tabla complementaria 2. Los western blots
completos estan disponibles en el material complementario 2.

2.6. Extraccién de ARNm y RT-gPCR

Se aislaron el hipocampo, la corteza prefrontal y el estriado de ratones (machos
de 8 a 11 semanas de edad), se congelaron en nitrogeno liquido y se conservaron a
—80°C.
El ARNm total se extrajo utilizando Trizol (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se transcribieron inversamente cantidades iguales de
ARNmMm (1 pg) siguiendo el protocolo de la transcriptasa inversa SuperScript 111

(18080044, Invitrogen) utilizando oligo(dT),;s . La abundancia de ARNm se
determiné mediante el sistema de PCR en tiempo real (QPCR) CFX Connect (Bio-Rad)
y el software CFX Maestro 1.1 (Bio-Rad) utilizando 2x Universal SYBR Green
Fast qPCR Mix (ABclonal). Todas las muestras se realizaron por duplicado y se
utilizé f-actina para la normalizacion. Se utilizé un método Ct comparativo
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para la cuantificacion. Las secuencias de los cebadores se indican en la tabla
complementaria 3.

2.7. Andlisis estadistico

El analisis de los datos se realiz6 utilizando SPSS Version 29, y los
resultados se presentan como media * error estandar de la media (SEM). Se
incluye un resumen detallado

resumen de los resultados estadisticos y las pruebas empleadas (prueba t, prueba

U de Welch

, prueba U de Mann-Whitney, ANOVA bidireccional, ANOVA bidireccional de
disefio mixto

, ANOVA de disefio mixto de tres vias y ANCOVA utilizando la prueba de
Quade) se puede encontrar en la Tabla complementaria 1. Se considerd
estadisticamente significativo si p < 0,05. El tamafio de los grupos se eligio
basandose en la experiencia previa de nuestro laboratorio y en los tamaifios de
muestra establecidos en la literatura para ensayos conductuales y moleculares
similares, lo que garantiza la viabilidad y la potencia suficiente para detectar
efectos significativos.

Para tener en cuenta las posibles diferencias en los niveles generales de
actividad debidas a la hipomovilidad de los ratones durante las pruebas NOL y NOR,
realizamos un analisis de covarianza no paramétrico (ANCOVA) utilizando la prueba de
Quade (Mina et al., 2018). La variable dependiente fue el indice de
discriminacion de los dos objetos explorados por los ratones, y los factores entre
sujetos fueron el genotipo y el tratamiento. El tiempo total de exploracion, que
mide el tiempo dedicado a explorar ambos objetos, se utilizd como covariable
para controlar las variaciones en los niveles generales de actividad entre los
ratones. Se aplicaron procedimientos de clasificacion a la variable dependiente y
a la covariable para cumplir con los supuestos de la prueba de Quade. Se
analizaron los residuos de la variable dependiente clasificada para evaluar los
efectos del genotipo y el tratamiento, ajustando al tiempo total de exploracion.

Dado el pequefio tamafio de la muestra de la prueba de vocalizacion

ultrasénica (n = 7-8)

y el rango relativamente estrecho de valores observados (0 a 0,03),
empleamos la prueba ROUT con un valor Q del 10 % para la deteccion de
valores atipicos, lo que excluy6 a un raton.

Se utilizaron GraphPad Prism 10.4.1 (GraphPad Software) y Microsoft Excel
(Microsoft 365, Microsoft Corporation) para generar los graficos.

3. Resultados

En primer lugar, confirmamos que los ratones machos Shank3B—— no
expresaban el ARNm y la proteina Shank3 en el hipocampo, la corteza prefrontal
y el estriado (figura complementaria 1A-F; niveles de ARNm: hipocampo: p <
0,001; corteza prefrontal: p < 0,001; estriado: p < 0,001, y niveles de proteina:
hipocampo: efecto principal del genotipo: p < 0,001; corteza prefrontal: efecto
principal del genotipo: p < 0,001; estriado: efecto principal del genotipo: p <
0,001).

Dado que el tratamiento con metformina provoca pérdida de peso en
pacientes diabéticos, personas con una relacion cintura-cadera elevada, obesidad
y jovenes con TEA (Anagnostou et al., 2016; Dy et al., 2018; Fontbonne et al.,
1996;

Glueck et al., 2001; Yerevanian y Soukas, 2019), monitorizamos el peso corporal de los
ratones. Los ratones adultos (10-13 semanas de edad) de tipo salvaje (WT) y

Shank3B—— tratados con metformina (régimen de tratamiento: Figura
complementaria

Fig. 2A) mostraron una disminuciéon de peso similar en comparacion con los
grupos tratados con vehiculo, 11,3 % y 10,5 %, respectivamente (Fig. 2B
suplementaria; efecto principal del tratamiento: p < 0,001). Dado que también se
observo una reduccion del peso corporal en el grupo WT, no se realizé ningiin
ajuste en nuestro disefio experimental.

3.1. Los ratones Shank3B—"— mostraron comportamientos similares al
autismo que se corrigieron con el tratamiento con metformina

Dada la alta incidencia (80 %) de TEA en pacientes con PMS, examinamos a
ratones machos en busca de fenotipos centrales del TEA: comportamiento repetitivo e
interacciones sociales (Cammarata-Scalisi et al., 2022) (Fig. 2A). Se midi6 el
acicalamiento, que esta asociado con el funcionamiento estriatal, para evaluar el
comportamiento repetitivo (Kazdoba et al., 2016; Piantadosi et al., 2024). Los
ratones Shank3B—— mostraron un aumento de 2,52 * 0,70 veces en la duracion
(p <0,001) y un aumento de 2,18 + 0,61 veces en la frecuencia (p < 0,001) del
acicalamiento.
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Aseo (Fig. 2B, C). El tiempo dedicado al aseo (p < 0,001) y el nimero de sesiones
de aseo (p < 0,001) en ratones Shank3B—— se redujeron a los niveles WT
mediante la administraciéon de metformina (Fig. 2B, C).

Las personas con PMS manifiestan una alteracion de las habilidades sociales,
que puede modelarse y analizarse en roedores mediante la prueba de las tres
camaras (Cammarata-Scalisi et al., 2022; Crawley, 2004; Kazdoba et al., 2016).
Los ratones Shank3B—'— mostraron una reduccion de aproximadamente el 25,5
% en el indice de preferencia social en comparacion con los ratones WT (fig. 2D;
p = 0,006), lo que indica una disminucién de la interaccion social. No se
encontraron diferencias en el indice de novedad social (fig. 2E; p = 0,696), lo que
indica una memoria social o una preferencia por la novedad normales. El
tratamiento con metformina desde el nacimiento corrigiéo el deterioro de la
preferencia social observado en los ratones Shank3B—— (fig. 2D3; p = 0,037).

Para examinar el retraso en el desarrollo y el habla, que son caracteristicas
fundamentales del PMS y el TEA, analizamos los USV durante la interaccion
social, reflejando aspectos de la comunicacion humana (Cammarata-Scalisi et al.,
2022; Crawley, 2004; Morrel et al., 2023; Yao et al., 2023). Los ratones
Shank3B—'— mostraron una reduccion de 1,80 £ 0,45 veces en la duracion de los
USV (Fig. 2F; p
= 0,016) y una disminucién de 5,23 * 5,05 veces en el nimero de llamadas
por minuto (fig. 2G; efecto principal del genotipo: p = 0,034). El tratamiento con
metformina aumenté la duracion de los USV en 2,10 % 0,47 veces (p = 0,003)
y corrigi6 parcialmente (4,12 * 4,22 veces) la frecuencia de las llamadas (efecto
principal del tratamiento: p = 0,156) en ratones Shank3B—— (Fig. 2F, G).

En conjunto, la metformina corrigié tres déficits conductuales basicos
similares al autismo en ratones Shank3B—'—.

3.2. La metformina corrigié los déficits de aprendizaje y memoria en ratones
Shank3B—/)-

Dado que SHANKS3 desempeiia un papel fundamental en el desarrollo, la funcion y
la plasticidad de las sinapsis, se evalu6 la memoria en ratones machos Shank3B—
/— mediante pruebas de localizacion de objetos nuevos (NOL) y reconocimiento
de objetos nuevos (NOR) (Monteiro y Feng, 2017; Sala et al., 2015; Vogel-
Ciernia y Wood, 2014) (fig. 3A).

Los ratones WT y Shank3B—— fueron sometidos a la prueba NOL. Como
era de esperar, los ratones WT mostraron un aumento de 1,35 + 0,19 veces en el
tiempo de exploracion con el objeto en la ubicacion nueva (p = 0,006), mientras
que los ratones Shank3B—— no mostraron preferencia, ya que dedicaron el
mismo tiempo a explorar tanto el objeto en la ubicacion familiar como el objeto
en la ubicacion nueva (fig. 3B; p = 0,222). Tras ajustar el tiempo total de
exploracién, observamos un deterioro estadisticamente significativo de la
memoria dependiente del hipocampo en los ratones Shank3B——, con una disminucion
del 151,14 % en comparacion con los ratones WT (fig. 3C; p = 0,017).

Dado que la metformina mejora la memoria (Gantois et al., 2019; Ishola et
al., 2020; Monyak et al., 2017; Pourfridoni et al., 2024), examinamos si podia
mejorar el déficit de memoria en ratones Shank3B——. De hecho, el deterioro de
la memoria observado en ratones Shank3B—'— se corrigié de manera efectiva,
ya que pasaron 2,28 * 0,49 veces mas tiempo explorando el objeto en la
ubicacion nueva en comparacion con la ubicacion familiar (fig. 3B; p < 0,001), y
se produjo un aumento significativo de 4,77 + 4,39 veces en la preferencia por la
ubicacion del objeto (fig. 3C; p < 0,001).

En la prueba NOR, los ratones Shank3B——, al igual que los ratones WT, exploraron
el objeto nuevo 1,53 + 0,41 veces mas que el objeto familiar (fig. 3D; efecto
principal del objeto: p < 0,001). Tras tener en cuenta el tiempo total dedicado a la
exploracion, los ratones Shank3B—— presentaron un indice de discriminacion
similar al de los ratones WT, lo que indica que no hay deterioro de la memoria de
reconocimiento (fig. 3E; efecto principal del genotipo: p = 0,608).

Varios estudios han descrito hipoactividad en ratones Shank3B—'—
(Angelakos et al., 2019; Balasco et al., 2022; Dhamne et al., 2017; Liu et al.,
2021; Peixoto et al., 2019). Para examinar este fenotipo en nuestro modelo,
medimos la distancia total recorrida en campo abierto. Los ratones Shank3B—"—
recorrieron una distancia 1,63 * 0,15 veces menor que el grupo WT (fig. 3F;
efecto principal del genotipo: p < 0,001), en consonancia con informes
anteriores. La metformina no corrigié la hipoactividad de los ratones Shank3B—
/— (fig. 3F; efecto principal del tratamiento: p = 0,650). Debido a su
hipomovilidad, el indice de discriminacioén descrito en NOL y NOR se analizo
utilizando un ANCOVA no paramétrico (prueba de Quade), con un total de
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Fig. 2. La metformina corrigié los comportamientos similares al autismo en ratones Shank3B—"—. (A) Los ratones tratados desde el nacimiento con vehiculo (veh) o metformina (met) se

sometieron a pruebas de comportamiento similares al autismo a las 7-11 semanas de edad. El comportamiento repetitivo (n = 7-8) se evalué midiendo (B) el tiempo dedicado al acicalamiento y
(C) el niimero de episodios de acicalamiento.

(D) La preferencia social (n = 10-13) se evaludé mediante la prueba de las tres camaras, expresada como la relacion entre el tiempo dedicado al estimulo social (desconocido 1) y el tiempo
dedicado al

tiempo total dedicado a los estimulos sociales y no sociales. (E) La novedad social (7 = 9-13) se evalu¢ en la prueba de tres camaras calculando la proporcion de tiempo dedicado al ratén
nuevo (desconocido 2) en comparacion con el tiempo total dedicado tanto al desconocido 2 como al raton familiar (desconocido 1). Los USV (n = 6-8) se midieron como (F)

Duracion del USV y (G) numero de llamadas por minuto. En (G), el efecto principal del genotipo fue significativo, pero la interaccion genotipo X tratamiento no lo fue; el asterisco sobre la
barra del vehiculo KO indica un efecto genotipico significativo, que muestra una reduccion en las llamadas en comparacion con el WT. Cada punto representa los datos de un raton individual, y

todos los valores (B-G) se muestran como media + SEM, ***p < 0,001, *¥*» < 0,01, *» < 0,05, ns = no significativo frente a todos los demas grupos; calculado mediante ANOVA bidireccional con

prueba post hoc de Bonferroni (el analisis estadistico se muestra en la tabla complementaria 1).

tiempo de exploracion incluido como covariable para controlar las diferencias
relacionadas con la hipomovilidad en los niveles generales de actividad (Fig. 3C,
E). Por lo tanto, concluimos que las diferencias observadas en el indice de
discriminacion de las pruebas NOL y NOR estan directamente asociadas con las
variables genéticas y de tratamiento estudiadas y no son simplemente el resultado
de los niveles generales de actividad. Para estudiar la plasticidad sinaptica en
ratones Shank3B—'—, medimos la
I mGluR-dependiente a largo plazo (mGIuR-LTD) en el hipocampo (figura
complementaria 3A). No se encontraron diferencias en la mGluR-LTD del hipocampo
entre los ratones Shank3B—— y los ratones WT (figura complementaria

Fig. 3B, C; p = 0,446).

Los resultados subrayan el papel fundamental de Shank3 en los procesos de
memoria. La eliminacion de Shank3 provoca un deterioro de la memoria
dependiente del hipocampo en ratones, que se corrige con la administracion de
metformina desde el nacimiento.

3.3. Los ratones Shank3B—'"— no mostraron comportamiento ansioso.

Para excluir la ansiedad como factor de confusion en la interpretacion de
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Fig. 3. El deterioro de la memoria en ratones Shank3B—— se corrigio6 con el tratamiento con metformina. (A) Los ratones tratados desde el nacimiento con vehiculo (veh) o metformina (met) se
sometieron a pruebas de memoria a las 17-22 semanas de edad. La memoria se evalu6 utilizando dos parametros: la diferencia en el tiempo de exploracion (B) entre la ubicacion familiar y
la nueva en la prueba NOL (n = 11-20) y (D) entre el objeto familiar y el nuevo en la prueba NOR (n = 8-12), asi como el indice de discriminacion ajustado para (C) NOL y (E)

Pruebas NOR en ratones WT y Shank3B——. El indice de discriminacion ajustado tuvo en cuenta el tiempo total de exploracion como covariable para controlar las diferencias relacionadas
con la hipomovilidad en los niveles generales de actividad. (F) La movilidad (# = 11-20) se midié como la distancia recorrida en la prueba de campo abierto. En (C, E), se utilizaron los
valores originales del indice de discriminacion para trazar el grafico, con el fin de conservar los valores negativos observados en los datos brutos. En (F), el efecto principal del genotipo
fue significativo, pero el genotipo %

La interaccion del tratamiento no lo fue; el asterisco sobre la barra del vehiculo KO indica un efecto genotipico significativo, que muestra una reduccion en la distancia recorrida en
compa;i.cién con el WT. Cada punto representa los datos de un raton individual, y todos los valores (B-F) se muestran como media + SEM, ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05, ## p <
0,001, #p

<0,01, ¥ p < 0,05, ns = no significativo frente a todos los demas grupos (*) o frente a 0 (* ); calculado mediante (B, D) ANOVA de tres vias de diseflo mixto con prueba post hoc de Bonferroni, (C,
E) prueba de Quade con prueba post hoc de Bonferroni, o (F) iN%VA de dos vias (el analisis estadistico se muestra en la Tabla complementaria 1).

Los resultados conductuales se obtuvieron mediante pruebas realizadas a en ratones Shank3B—— (fig. 4B; hipocampo: p = 0,002; fig. 4C; corteza
diferentes edades, entre las 9 y las 22 semanas (figura complementaria 4A). A las prefrontal: p = 0,008). La p-ERK solo aument6 marginalmente en 1,12.
9-10 semanas de edad, los ratones Shank3B—— mno mostraron ansiedad en la ’

prueba de la caja de luz-oscuridad, como + 0,06 veces en el hipocampo y 1,22 + 0,08 veces en la corteza prefrontal de los

ratones Shank3B—— en comparacion con los ratones WT (fig. 4D; hipocampo: p

lo que se evidencia por el tiempo similar que pasaron en la luz en comparacion . .
= 0,024; fig. 4E; corteza prefrontal: p = 0,012). La p-S6 (S235/236), una diana

con los ratones WT (figura complementaria 4B; p = 0,101). A las 10-15 semanas de

edad, los ratones Shank3B—'— pasaron tanto tiempo como los ratones WT en los brazos descendente de la via MAPK/ERK, aumenté 1,16 + 0,07 veces solo en el
abiertos de la hipocampo de los ratones Shank3B—'— (fig. 4F; hipocampo: p = 0,034; fig. 4G;
laberinto elevado en cruz (figura complementaria 4C; p = 0,606). Del mismo corteza prefrontal: efecto principal del genotipo: p

modo, a las 18-22 semanas de edad, no se observaron diferencias significativas en el

tiempo pasado en la zona central de la prueba de campo abierto entre los ratones . . ., . .
Shank3B—"— y WT ausencia de hiperfosforilacion de eIF4E, una diana descendente de la via

MAPK/ERK (fig. 4H; hipocampo: efecto principal del genotipo: p = 0,569; fig. 41;
corteza prefrontal: efecto principal del genotipo: p = 0,434), a diferencia de lo que se
habia descrito anteriormente en el modelo de raton FXS (Choi et al., 2024;
Gantois et al., 2017). Sin embargo, los niveles totales de proteina eIF4E se

= 0,642). El aumento marginal de la fosforilacion de ERK podria explicar la

(figura complementaria 4D; p = 0,630).
Los resultados indican que las deficiencias conductuales observadas en los
ratones Shank3B—— no estaban influenciadas por la ansiedad.

elevaron en 1,25 + 0,09 veces en ambas areas (fig. 4H; hipocampo: p = 0,020;
fig. 4I; corteza prefrontal: p = 0,042), pero los niveles totales de ARNm se

3.4. La seiializacion elevada de mTORCI en los ratones Shank3B—'— se normalizé X X X .
mantuvieron sin cambios en comparacion con los ratones WT (fig. 5A

con metformina ' i R
complementaria; hipocampo: p = 0,103; fig. 5B complementaria; corteza

prefrontal: p = 0,310). El mecanismo que subyace al aumento del nivel de
proteina eIF4E no esta claro de inmediato.

En el cuerpo estriado (figura complementaria 6A), ni p-S6 (S240/244)

(Figura complementaria 6B; efecto principal del genotipo: p = 0,455) ni p-ERK

Investigamos si las vias mTORC1 y MAPK/ERK, que estan implicadas en el
modelo de raton FXS, también estaban aumentadas en los ratones Shank3B—'—
(fig. 4A) (Choi et al., 2024).

La proteina ribosémica S6 fosforilada (p-S6) (S240/244), una diana
descendente de mTORCI, se elevo tanto en el hipocampo como en la corteza
prefrontal en 1,37 £ 0,15 veces y 1,14 £ 0,05 veces, respectivamente,
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Fig. 4. Las vias de sefializacion mTORC1 y MAPK/ERK reguladas al alza y minimamente aumentadas en el hipocampo y la corteza prefrontal de los ratones Shank3B—— se redujeron con el
tratamiento con metformina. (A) Las estructuras cerebrales se aislaron a las 8-11 semanas de edad después del tratamiento desde el nacimiento. Inmunotransferencias representativas de ratones WT

y Shank3B(—) (/) (—) tratados con vehiculo (veh) y
metformina (met) de ratones WT y Shank3B—'—

de niveles fosforilados y totales de (B-C, F-G) S6, (D-E) ERK y (H-I) eIF4E en el hipocampo y

Corteza prefrontal. Se utilizd6 GAPDH como control de carga. Los niveles de proteina se normalizaron a 1 para el WT veh, y los demds grupos se ajustaron en consecuencia. Cada punto

representa los datos de un ratén individual (n = 5-6), y todos los valores (B-1) se muestran como media + SEM, ***p < 0,001, **» < 0,01, ¥

‘» < 0,05, ns = no significativo frente a todos los

demas grupos; calculado mediante ANOV A bidireccional con prueba post hoc de Bonferroni (el analisis estadistico se muestra en la tabla complementaria 1).

(Figura complementaria 6C; efecto principal del genotipo: p = 0,126) los niveles
estaban elevados en Shank3B—— en comparacion con los ratones WT.
La metformina normaliz6 la sefializacion mTORC1 mejorada en el hipocampo
y la corteza prefrontal de Shank3B—"— a los niveles WT (Fig. 4B, C) (hipocampo: p-S6
(S240/244): p < 0,001; corteza prefrontal: p-S6 (S240/244): p < 0,001). El pequeio
aumento en la sefializacion MAPK/ERK también se corrigio, incluyendo p-S6
(S235/236) y elF4E total (Fig. 4D-F, H-I; hipocampo: p-ERK: p = 0,009; p-S6
(S235/236): p =0,001;
elF4E: p = 0,043; corteza prefrontal: p-ERK: p = 0,047; eIF4E: p = 0,009). Por lo tanto,
la sefalizacion elevada de mTORCI1 en el hipocampo y la corteza prefrontal
corteza prefrontal de los ratones Shank3B—'— se corrigié con metformina.

3.5. La disminucion de los niveles de GluN2B, Homerl y GIuA2 en ratones
Shank3B—'— se corrigid con metformina

Dado que las vias mTORCI y MAPK/ERK no se alteraron en el cuerpo
estriado, estudiamos GluN2B (también conocido como NR2B; una subunidad NMDAR),
Homerlb/c y GluA2 (también conocido como GluR2; una subunidad AMPAR),
que se encuentran en las postsinapsis excitatorias asociadas a ambas vias, y que
se demostrd que estaban disminuidos en ratones Shank3B—— 2011;
2024).

Medimos los niveles de proteina GIluN2B, Homerl y GIuA2 en el
fraccionamiento de sinaptosomas del estriado de ratones WT y Shank3B—— (fig.
5A). Como era de esperar, los ratones Shank3B—— mostraron una marcada reduccion en

(Pega et al.,
Wang et al.,
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estas proteinas sinapticas: GluN2B disminuy6 en un 43,2 + 8,2 %, Homer1 en un
32,6 £ 8,2 % y GluA2 en un 35,5 + 7,2 % (Fig. 5B-D; p < 0,001). El tratamiento
con metformina aumento significativamente estas proteinas en ratones Shank3B—
/—, GIuN2B en 1,39 + 0,15 veces, Homerl en 1,27 + 0,12 veces y GluA2 en 1,23 +
0,12 veces (Fig. 5B-D; GIuN2B: p = 0,026; Homerl: p = 0,041; GluA2: p =
0,037). Sin embargo, los niveles de GluA2 no difirieron en el homogeneizado
estriatal total entre genotipos o después del tratamiento (figura complementaria
6D; efecto principal del genotipo: p = 0,485; efecto principal del tratamiento: p =
0,322).

4. Discusion

Este estudio demuestra que la eliminacion de Shank3 en ratones provoca
comportamientos similares al autismo, deterioro del aprendizaje y la memoria, e
hiperactivacion de la via de sefalizacion mTORCI1. El tratamiento con
metformina desde el nacimiento corrigié los déficits de comportamiento
asociados al TEA, restaur6 el rendimiento de la memoria dependiente del
hipocampo, redujo la sefializacion exagerada de la via mTORCI y corrigié la
disminucion de las proteinas sinaptosomales estriatales en ratones Shank3B—'—.

Estudiamos tres comportamientos autistas basicos en el modelo de raton
Shank3B——: comportamiento repetitivo, interaccion social y comunicacion.
Confirmamos los hallazgos anteriores de que los ratones Shank3B—'—
presentaban un aumento del acicalamiento y un deterioro de la preferencia social,
sin diferencias en la novedad social en la prueba de las tres camaras (Dhamne et
al., 2017; Kabitzke et al., 2018; Mei et al., 2016; Peca et al., 2011; Sgritta et al.,
2019; Wang et al., 2017). Observamos una disminucién en el USV

A

4
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frecuencia, en consonancia con Pagani et al., y proporcioné nuevos resultados
sobre la reduccion de la duracion de los USV, haciendo hincapi¢ en las
deficiencias sociocomunicativas (Burdeus-Olavarrieta et al., 2023; Pagani et al.,
2019; Sarasua et al., 2014; Yao et al., 2023).

La metformina corrigid los déficits asociados al FXS: aseo, interaccion social
y USV, cuando los ratones fueron tratados en la edad adulta o desde el
nacimiento (Choi et al., 2024; Gantois et al., 2017). Los informes de casos
documentaron los beneficios de la metformina en la mejora del habla, la
interaccion social, la estereotipia y la cognicion en adultos y niflos con FXS
(Biag et al., 2019; Dy et al., 2018). Aqui informamos de que la administracion de
metformina desde el nacimiento rescatd el comportamiento repetitivo, la
preferencia social y la duracion de los USV, y mejoré parcialmente la frecuencia
de los USV en ratones Shank3B—'"—.

Mediante la prueba NOL, demostramos un deterioro de la memoria a largo
plazo dependiente del hipocampo en ratones Shank3B—'—. Por el contrario, no
presentaron ningun deterioro en la memoria a largo plazo NOR, lo que concuerda con un
estudio anterior que utilizé un protocolo de memoria a corto plazo para esta
prueba (Dhamne et al., 2017).

Los resultados contrastantes obtenidos en las pruebas NOL y NOR podrian
atribuirse a la participacion de diferentes regiones cerebrales responsables de
estas tareas (Haettig et al., 2011; Vogel-Ciernia y Wood, 2014). La prueba NOL
se basa principalmente en el hipocampo, que codifica la informacion espacial
sobre el objeto, mientras que la prueba NOR involucra maultiples areas del
cerebro, incluyendo la corteza insular, ventromedial prefrontal y perirrenal, y el
hipocampo, que participan en el procesamiento de las caracteristicas y rasgos del
objeto (Haettig et al.,
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Fig. 5. La disminucion de la expresion de GluN2B, Homerl y GluA2 en los sinaptosomas estriatales de ratones Shank3B—'— se elevo con el tratamiento con metformina. (A) Se aisl6 el estriado a
las 8-11 semanas de edad tras el tratamiento desde el nacimiento. Inmunotransferencias representativas de ratones WT y Shank3B—'— tratados con vehiculo (veh) y metformina (met) de los niveles
totales de (B) GIuN2B, (C) Homerl y (D) GluA2 en los sinaptosomas del estriado. Se utilizo B-actina como control de carga. Los niveles de proteina se normalizaron a 1 para el WT.

veh, con otros grupos ajustados en consecuencia. Cada punto representa los datos de un raton individual (# = 6), y todos los valores (B-D) se muestran como media + SEM, **¥p <

0,001, *» < 0,05, ns = no significativo frente a todos los demas grupos; calculado mediante ANOVA bidireccional con prueba post hoc de Bonferroni (el analisis estadistico se muestra en la tabla

complementaria 1).
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2011; Vogel-Ciernia y Wood, 2014).

El mGluR-LTD desempefia un papel importante en el aprendizaje y la
memoria, y su desregulacion es evidente en modelos de ratones con TEA, como
el raton FXS (Collingridge et al., 2010; Ebert y Greenberg, 2013; Gantois et al.,
2017). Aunque los ratones Shank3B—— muestran una plasticidad estriatal
alterada (Peca et al., 2011; Wang et al., 2017), incluida la alteracion de la LTD
inducida por DHPG en las MSN D2 estriatales (Wang et al., 2017), multiples
lineas Shank3 KO no informaron de cambios en la mGluR-LTD del hipocampo
(Jaramillo et al., 2017; Kouser et al., 2013; Vicidomini et al., 2017). Esta
ausencia de alteracion en el hipocampo concuerda con nuestros hallazgos
actuales. La disociacion especifica de la region cerebral sugiere que el fenotipo
de la memoria no depende de la LTD del mGluR del hipocampo. La LTP y la
LTD dependientes de NMDAR se consideran ampliamente como mecanismos
celulares subyacentes al aprendizaje y la memoria (Dupuis et al., 2023; Liischer
y Malenka, 2012). En varias lineas Shank3, se redujo la LTP dependiente de
NMDAR en el hipocampo (Jaramillo et al., 2017; Kouser et al., 2013), mientras
que, segun lo informado por Peca et al., la relacion de pulsos pareados (PPR) y la
amplitud de las corrientes postsinapticas excitatorias en miniatura (mEPSC) en
CA1 no se modificaron (Pecga et al., 2011). Por lo tanto, las alteraciones de la
LTP podrian subrayar el deterioro de la memoria dependiente del hipocampo que
observamos. Sin embargo, es necesario realizar una medicion directa de la LTP
dependiente del NMDAR del hipocampo en ratones Shank3B——  para
comprobar esta hipotesis.

La metformina mejord la memoria a corto y largo plazo en un modelo de mosca

FXS
y en un modelo de rata con TEA inducido por acido valproico, mejorando la
memoria espacial en la prueba del laberinto acuatico de Morris (Ishola et al.,
2020; Monyak et al., 2017). En la prueba NOL, el tratamiento con metformina
desde el nacimiento corrigi6 la reduccion de la interaccion con el objeto en la
nueva ubicacion hasta los niveles WT. Sin embargo, la metformina no logrd
mejorar la hipomovilidad observada en ratones Shank3B——, en consonancia con
los hallazgos previos de Gantois et al. en los que la metformina no rescatd la
hiperactividad en el modelo de raton con FXS (Gantois et al., 2017), lo que indica
que la metformina puede no tener ningin efecto sobre la movilidad.

En cuanto a la ansiedad, existe cierta controversia, ya que algunos estudios
informan de un aumento de los comportamientos de ansiedad en ratones
Shank3B—— (Peca et al., 2011; Szabo™ et al., 2025), mientras que otros no
observaron diferencias (Balaan et al., 2019; Dhamne et al., 2017; Szabo™ et al.,
2025). Estas discrepancias pueden deberse a diferencias en la edad de los
animales o en las practicas de manipulacion. En nuestro estudio, la ansiedad no
parecié influir en los demas comportamientos, ya que no se detectaron
diferencias entre los ratones WT y Shank3B—— en las medidas de ansiedad.

La delecion de Shank3 en el hipocampo y la corteza prefrontal de ratones
Shank3B—— dio lugar a una mayor activacion de mTORC]1 y a una elevacion
minima de las vias MAPK/ERK. Estudios previos mostraron una sintesis elevada
de proteinas cerebrales y una actividad mTORCI1 en ratones Shank3 KO, asi
como una hiperactivacion de la via de sefializacion MAPK/ERK en células
mutantes KRAS con agotamiento de SHANKS3 (Lilja et al., 2024; Mencer et al.,
2021; Torossian et al., 2021). Los estudios que exploran la relacién entre estas
vias y SHANK3 son escasos, con resultados inconsistentes entre los modelos
Shank3, incluidas las neuronas deficientes en Shank3, las neuronas derivadas de
pacientes con PMS y otros modelos de ratones transgénicos Shank3 (Bidinosti et
al., 2016; Giona et al., 2025; Lee et al., 2017; Mencer et al., 2021; Moutin et al.,
2021; Torossian et al., 2021).

Demostramos que el tratamiento con metformina rescatdé por completo la
sefializacion elevada de la via mTORCI. Este hallazgo es similar al de nuestros
estudios previos en un modelo de raton con FXS, en el que la administracion de
metformina desde el nacimiento condujo a una reduccion de la actividad de las vias
mTORC1 y MAPK/ERK

, mientras que el tratamiento de ratones adultos (8-12 semanas) corrigio
la sefalizacion exagerada solo a través de la via MAPK/ERK (Choi et al.,
2024; Gantois et al., 2017). En ratones Shank3B——, mTORCI es la principal cascada
de sefializacion desregulada. En consonancia con nuestros hallazgos, también se
ha demostrado que la metformina inhibe la activacion de la proteina quinasa
dependiente del ARN bicatenario (PKR), un regulador clave de la iniciacion de
la traduccion, mejorando las caracteristicas conductuales y neuropatologicas en
un modelo murino de esclerosis lateral amiotrofica y degeneracion
frontotemporal (ELA/DFT) (Zu et al., 2020).

Observamos un aumento de los niveles totales de eIF4E en el hipocampo y
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corteza prefrontal de ratones Shank3B——, lo cual no se habia descrito
anteriormente y se corrigié con metformina. Dado que eIF4E media la traduccion
dependiente de la caperuza (Pelletier et al., 2021), su regulacion al alza podria
contribuir a la sintesis proteica exagerada descrita anteriormente (Torossian et
al., 2021). Dado que los niveles de ARNm de Eif4e en ratones Shank3B—— no
difieren de los de los ratones WT, el aumento de la cantidad de proteina podria
producirse a nivel de traduccion o de estabilidad de la proteina. Se necesitan mas
estudios para determinar la base mecanica subyacente.

Sorprendentemente, no se observd ningin aumento en la sefalizacion
mTORCI1 ni MAPK/ERK en el cuerpo estriado de los ratones Shank3B——. Esto
podria explicarse por la presencia de dos poblaciones distintas de neuronas
estriatales, las neuronas de proyeccion espinosa de via directa (dSPN) y las SPN
de via indirecta (iSPN) (Gerfen y Surmeier, 2011). Wang et al. demostraron que
en el estriado de los ratones machos Shank3B—— , solo las iSPN mostraban
alteraciones en sus espinas y en la funcidn sinaptica (Wang et al., 2024). Otro
estudio relaciono el acicalamiento, un comportamiento alterado conocido en los
ratones Shank3B—'—,con la hiperactividad de las iSPN, pero no de las dSPN
(Piantadosi et al., 2024). El andlisis por Western blotting no puede detectar la
expresion especifica de cada tipo de célula, por lo que se necesitan mas estudios
para analizar las vias de sefializacion mTORC1 y MAPK/ERK en las iSPN y las
dSPN.

Wang et al. informaron que los niveles de GIuN2B disminuyeron selectivamente en
las iSPN de ratones Shank3B—— (Wang et al., 2024). Ademads, un estudio
anterior demostré que la expresion de la proteina GluN2B se reducia en los PSD
purificados del estriado de ratones Shank3B—— en comparacion con los WT
(Pega et al., 2011). Por otra parte, Lopatynska-Mazurek et al. demostraron que el
pretratamiento con rapamicina, un inhibidor de mTORCI, normalizaba los
cambios inducidos por el alcohol en los niveles de GluN2B sinaptosomal en un
modelo de rata, revirtiendo tanto los aumentos como las disminuciones
(Lopatynska-Mazurek et al., 2021). Esto nos llevo a investigar si la metformina
podia restaurar la expresion de GIuN2B sinaptosomal en el estriado.
Descubrimos que el tratamiento con metformina aumentaba los niveles de
GluN2B en el estriado de ratones Shank3B—"—.

Al igual que con GluN2B, Homerl también se redujo tanto en las iSPN como
en la fraccion sinaptosomal de todo el estriado (Peca et al., 2011; Wang et al.,
2024). Homerl act@ia como una proteina asociada a las sinapsis que une Shank3 a
mGIuR (Sheng y Kim, 2000) (fig. 1) y se reduce de forma sistematica en
multiples modelos de ratones con deficiencia de Shank3 (Bey et al., 2018; Mei et
al., 2016; Pega et al., 2011). Dado que la sehal mGluR es crucial para la LTD
(Liischer y Huber, 2010), Wang et al. informaron de una alteracion de la plasticidad
sinaptica a largo plazo preferentemente en las iSPN de Shank3B—— en
comparacion con los ratones WT (Wang ct al., 2017). Este déficit provocod un
acicalamiento excesivo en este modelo de raton, que se corrigié modulando las
iSPN. La metformina corrigié la reduccion de la expresion sinaptosomal de
Homerl en el estriado.

Por el contrario, GluA2 disminuy6 en ambas poblaciones estriatales de iSPN
y dSPN y, por lo tanto, también en la fraccion sinaptosomal de todo el estriado (Pega et
al., 2011; Wang et al., 2024). Salpietro et al. identificaron un espectro de
trastornos del desarrollo neuroldgico asociados con variantes de novo del GRIA2
(el gen que codifica el GluA2), incluido el TEA (Salpietro et al., 2019). De
acuerdo con investigaciones anteriores (Pega et al., 2011; Wang et al., 2024),
encontramos una reduccion en la expresion sinapto-somatica de GluA2 en el
estriado, que se revirti6 con metformina. La regulaciéon especifica del
compartimento de GIluA2 se describidé en otros contextos que implicaban una
alteraciéon de la sefalizacion mTORCI1. Pereyra et al. demostraron que la
inhibicion de mTORCI1 en ratas Wistar mediante rapamicina aumentaba los
niveles de GluA2 en la densidad postsindptica del hipocampo, pero no en el
homogeneizado total. Plantearon la hipdtesis de que este aumento selectivo
podria deberse a efectos dependientes de mTORCI sobre la sintesis o el trafico local de
AMPAR, o a mecanismos compensatorios secundarios a la reduccion de los
niveles de GluAl (Pereyra et al., 2021). En consonancia con este patroén
especifico del compartimento, también observamos que la metformina
aumentaba los niveles de GluA2 solo en el sinaptosoma estriatal, mientras que
los niveles de GluA2 en el homogeneizado total permanecian sin cambios.

Decidimos comenzar el tratamiento con metformina en una etapa temprana
de la vida, en lugar de en la edad adulta, basandonos en los resultados del modelo
de raton con FXS y en casos clinicos.
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Estudios en pacientes con FXS que demuestran mejores resultados en individuos
mas jovenes (Biag et al., 2019; Choi et al., 2024; Dy et al., 2018). Los primeros
periodos de desarrollo parecen ser sensibles a las intervenciones dirigidas a las
vias de control de la traduccion, como la p-S6, que se eleva durante las etapas
embrionarias y posnatales tempranas y disminuye gradualmente a partir de
entonces (Kouloulia et al., 2019). Esto puede explicar por qué el tratamiento con
metformina iniciado al nacer normalizoé los niveles de la via mTORCI en ratones
Shank3B——. El enfoque centrado en las primeras etapas de la vida limita las
conclusiones directas sobre la ventana terapéutica relevante para los pacientes
mayores con PMS. Ademas, dado que la metformina influye en el metabolismo
sistémico, los cambios periféricos podrian contribuir a los resultados centrales
que observamos. Los estudios futuros podrian distinguir la modulacion
metabolica periférica de los mecanismos centrales directos, y la administracion
de metformina en diferentes momentos de la vida, como después del destete (3
semanas de edad) o en la edad adulta, seria valiosa para trasladar los hallazgos a
la poblacidn clinica.

En conclusion, los hallazgos de alteraciones conductuales similares al
autismo y déficits cognitivos en ratones Shank3B—— recapitulan el fenotipo
observado en individuos con PMS. Informamos sobre el mecanismo subyacente
que causa los déficits conductuales: sefalizacion elevada de mTORCI en el
hipocampo y la corteza prefrontal, y niveles reducidos de las subunidades del
receptor GluN2B y GluA2, y de la proteina Homerl asociada a las sinapsis en el
estriado. Es importante destacar que la metformina, un farmaco aprobado por la
FDA, corrigié esta sefalizacion andémala, lo que dio lugar a una mejora del
comportamiento. Dada su seguridad, facil disponibilidad y sencilla
administracion, la metformina ofrece una oportunidad terapéutica prometedora
para una rapida traslacion clinica al tratamiento de varones jovenes con PMS.
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Apéndice A. Datos complementarios

Los datos complementarios de este articulo se pueden encontrar en linea en
https://doi. org/10.1016/j.nbd.2025.107217.

Disponibilidad de los datos

Todos los datos estan disponibles en el texto principal o en los materiales
complementarios.

El codigo informatico generado en este estudio esta disponible en la siguiente
base de datos: Script Python de creacion propia para clasificar los datos USV
segun la duracion USV y las llamadas por minuto: Zenodo (doi: https://doi.
org/10.5281/zenodo.14537932). La ultima version esta disponible en GitHub
(https://github.com/Laura3-13/usv-utils).
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